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1.0   ΣΚΟΠΟΣ ΠΤΥΧΙΑΚΗΣ
                 Ενώ η μοριακή βιολογία καθιερώθηκε στη δεκαετία του '30, ο όρος επινοήθηκε αρχικά από τον  Warren Weaver  το 1938. Ο Weaver τότε ήταν ο διευθυντής των φυσικών επιστημών για το ίδρυμα Rockefeller και θεώρησε ότι η βιολογία ήταν έτοιμη να υποβληθεί σε μια περίοδο σημαντικής αλλαγής, δεδομένων των πρόσφατων προόδων σε τομείς όπως η κρυσταλλογραφία ακτίνας X. Χαρακτηριστικά είχε πει «…και σταδιακά μπαίνει σε ισχύ ένας νέος κλάδος της επιστήμης (μοριακή βιολογία), ο οποίος αρχίζει να αποκαλύπτει πολλά μυστικά σχετικά με τις στοιχειώδεις μονάδες του ζωντανού κυττάρου… με ιδιαίτερα σύγχρονες τεχνικές που χρησιμοποιούνται για την διερεύνηση όλο και πιο μικροσκοπικών λεπτομερειών της διαδικασίας της ζωής…». Κατόπιν συμβούλευσε το ίδρυμα Rockefeller να χρηματοδοτήσει την έρευνα και την ανάπτυξη στους βιολογικούς τομείς. Οι έρευνες που ξεκίνησε το ίδρυμα Rockefeller οδήγησαν σε σημαντικές ανακαλύψεις στα μέσα του 20ου αιώνα στις μεθόδους διάγνωσης παθογόνων μικροοργανισμών…
                Με την παρούσα πτυχιακή μου εργασία επιχειρώ την ανάλυση της επιστήμης της μοριακής βιολογίας, καθώς και την σχέση της με άλλες «μοριακής κλίμακας» βιολογικές επιστήμες, ενώ κάνω και μια σύντομη αναδρομή στις απαρχαιωμένες της τεχνολογίες.

  Φυσικά δεν παραλείπω να αναφερθώ στην ‘’μητέρα’’ της μοριακής βιολογίας, την γενική βιολογία, αναλύοντας τις αρχές της και τον σκοπό τον οποίο εξυπηρετεί.

  Πρωτόζωα, μύκητες, βακτήρια, ιοί. Αυτοί οι οργανισμοί οι οποίοι ταξινομούνται σε ευκαρυωτικούς, προκαρυωτικούς και ακυτταρικούς αποτελούν αυτό που λέμε μικρόβια. Πέρα από την ανάλυσή τους γίνεται αναφορά στην μετάδοσή τους και στα αίτια της παθογόνου δράσης τους καθώς και στους τρόπους πρόληψης, αντιμετώπισης και διάγνωσής τους.
  Ο πιο διαδεδομένος τρόπος διάγνωσης είναι η μέθοδος PCR. Στις παρακάτω σελίδες γίνεται αναφορά πάνω στην αρχή της μεθόδου, στην διαδικασία της αντίδρασης και στις παραλλαγές της διαδικασίας αυτής όπως το Real time PCR. Επίσης πολύ σημαντική και εξίσου διαδεδομένη μέθοδος είναι η ELISA. Από το 1960 που για πρώτη φορά περιγράφηκε από τους  Yalow και Berson μέχρι και σήμερα έχουν αναπτυχθεί σημαντικές εφαρμογές καθώς και διαφορετικοί τύποι αυξάνοντας τα πλεονεκτήματά της τα οποία συμβάλουν στην ευρύτατη αποδοχή της και χρήση από όλα τα ιολογικά εργαστήρια. 

                Πέρα από αυτές τις δύο μεθόδους οι οποίες είναι οι πιο βασικές, υπάρχουν κι άλλες όπως το τεστ οροσυγκόλλησης με Latex. Σημαντικό ρόλο σε αυτήν την μέθοδο παίζουν τα σωματίδια Latex καθώς και η αυτοματοποιημένη ανίχνευση οροσυγκόλλησής τους, με την τεχνική της Νεφελομετρίας, της Θολερομετρίας κ.α.
  Μια μέθοδος με εκατοντάδες εργαστηριακές παραμέτρους-με δύσκολη όμως  αρκετές φορές αξιολόγηση λόγω υποκειμενικών κριτηρίων -είναι ο ανοσοφθορισμός. Η συγκεκριμένη μέθοδος εκτελείται με δύο τεχνικές την έμμεση και την άμεση που περιγράφονται παρακάτω αναλυτικότερα. Ειδικά στην διερεύνηση των αυτοάνοσων νοσημάτων  η μέθοδος του ανοσοφθορισμού  θεωρείται αναντικατάστατη.
                Το 1975 οι Milstein και Koehler παρήγαγαν για πρώτη φορά μονοκλωνικά αντισώματα κάτι που αποτελεί μια ιστορική δημιουργία. Η μέθοδος αυτή έγκειται στο τρόπο δράσης και αντίδρασης των μονοκλωνικών αντισωμάτων εναντίων των διαφόρων νόσων.
   Από το 1930 μέχρι σήμερα η μοριακή βιολογία έχει σημειώσει μεγάλα άλματα στην τεχνολογία της. Τεχνολογία που έχει ανοίξει νέους δρόμους στην μελέτη και στην διάγνωση των παθογόνων μικροοργανισμών. Φιλοδοξία μου είναι να έχω καταφέρει να αναλύσω αυτές τις μεθόδους διάγνωσης σε βαθμό που να είναι κατανοητές από τον αναγνώστη, ελπίζοντας πως στο μέλλον ίσως κάποιος φοιτητής βοηθηθεί από αυτή την εργασία. Η άποψη μου είναι ότι η γνώση είναι ωφέλιμη με όποιον τρόπο κι αν μεταδίδεται και γι’ αυτό θεωρώ ότι έστω και μια παράγραφος από την παρούσα πτυχιακή  χρησιμεύσει σε οποιονδήποτε τότε η προσπάθειά μου θα είναι επιτυχής.                                                                                            
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                       1.0   Ρετρό απεικόνιση εργαστηρίου μοριακής βιολογίας
2.0   ΕΙΣΑΓΩΓΗ 10,22,23,30
   Η Βιολογία είναι η επιστήμη της ζωής (από τις ελληνικές λέξεις βίος = ζωή και λόγος = διήγηση, εξήγηση, λογική). Ασχολείται με τα γνωρίσματα και τη συμπεριφορά των οργανισμών, εξετάζει πώς δημιουργούνται τα είδη και τα μεμονωμένα μέλη τους, μελετά δε τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ τους και με το περιβάλλον. Η Βιολογία περιλαμβάνει ένα ευρύ φάσμα επιμέρους επιστημονικών πεδίων που συχνά θεωρούνται ως ανεξάρτητες ειδικεύσεις. Στο σύνολό τους εξετάζουν το φαινόμενο της ζωής σε ευρεία κλίμακα. 

   Η ζωή εξετάζεται σε ατομικό και μοριακό επίπεδο από τη Μοριακή Βιολογία, τη Βιοχημεία, και τη Μοριακή Γενετική. Το επίπεδο του κυττάρου, μελετάται στη Βιολογία Κυττάρου και στη Μικροβιολογία , και σε πολυκυτταρική μορφή ερευνάται από τη Φυσιολογία, την Ανατομία, και την Ιστολογία. Η Αναπτυξιακή Βιολογία μελετάει τη ζωή το επίπεδο της ανάπτυξης (οντογένεσης) ενός οργανισμού. 

   Περνώντας σε κλίμακα μελέτης περισσότερων οργανισμών η Γενετική ερευνά πώς η κληρονομικότητα δρα μεταξύ γονέα και απογόνου. Η Ηθολογία μελετά τη συμπεριφορά των ομάδων οργανισμών. Η Γενετική Πληθυσμού εξετάζει στο επίπεδο ολόκληρου πληθυσμού και η Συστηματική ασχολείται με την κατηγοριοποίηση των ειδών. Αλληλοεξαρτώμενοι πληθυσμοί και οι συνήθειές τους εξετάζονται από την Οικολογία και την Εξελικτική Βιολογία. Μία θεωρητική προσέγγιση της πιθανότητας ύπαρξης ζωής πέρα από τη Γή εξετάζει η Αστροβιολογία (ή Ξενοβιολογία). 

  Τα τελευταία εκατό χρόνια αναπτύχθηκε ραγδαία αφού αναγνωρίστηκε το DNA ως γενετικό υλικό και οι ερευνητές Κρικ (Crick) και Γουότσον (Watson) ανακάλυψαν τη δομή του, ανακάλυψη που ο ρόλος της ήταν καταλυτικός στην κατανόηση της λειτουργίας του.

2.1    ΑΡΧΕΣ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ
2.1.1  Παγκοσμιότητα: Βιοχημεία, κύτταρα και γενετικός κώδικας              
   Όλοι οι οργανισμοί (οι ιοί δεν περιλαμβάνονται) αποτελούνται από κύτταρα, τα οποία διαδοχικά, έχουν ένα μοντέλο που βασίζεται στον άνθρακα. Όλοι οι οργανισμοί μεταφέρουν την κληρονομικότητα τους μέσω του γενετικού υλικού το οποίο είναι βασισμένο πάνω στα νουκλεϊκά οξέα όπως είναι το DNA χρησιμοποιώντας έναν παγκόσμιο γενετικό κώδικα. Στην εξελικτική βιολογία το στοιχείο της παγκοσμιότητας των διαδικασιών είναι επίσης παρών, για παράδειγμα στους περισσότερους μεταζωικούς οργανισμούς η βασική πορεία της ανάπτυξης του πρώιμου εμβρύου μοιράζεται πανομοιότυπα μορφολογικά χαρακτηριστικά και περιλαμβάνει αντίστοιχα γονίδια.
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Εικόνα 2.1.1 Διάγραμμα που απεικονίζει το DNA, το πρωταρχικό γενετικό υλικό.
2.1.2  Εξέλιξη: Η βασική αρχή της βιολογίας
   Μία από τις κεντρικές, θεμέλιες αρχές της βιολογίας είναι ότι όλοι οι οργανισμοί έχουν προέλθει ξεκινώντας από κοινή προέλευση μέσω μιας διαδικασίας της εξέλιξης. Αυτός είναι και ένας από τους λόγους που οι οργανισμοί εμφανίζουν εντυπωσιακές ομοιότητες σε μονάδες και διαδικασίες που είδαμε στην προηγούμενη ενότητα. Ο Κάρολος Δαρβίνος καθιέρωσε την εξέλιξη σαν μια βιώσιμη θεωρία διευκρινίζοντας το βασικό της θεμέλιο, την φυσική επιλογή. Ο Άλφρεντ Ράσελ Γουάλας (Alfred Russell Wallace) αναγνωρίζεται γενικώς ως συνεπίκουρος στην ανακάλυψη τούτης της ιδέας. Η Γενετική μετατόπιση με τη σειρά της αντιμετωπίστηκε ως επιπρόσθετος μηχανισμός στην αποκαλούμενη σύγχρονη σύνθεση. Η εξελικτική ιστορία των ειδών η οποία αναφέρει τα χαρακτηριστικά από τα οποία προήλθαν τα διάφορα είδη με τη μεταξύ τους γενεαλογική  σχέση αντικατοπτρίζει την φυλογονία. Οι διάφορες προσεγγίσεις στη βιολογία παράγουν πληροφορίες για την φυλογονία. Σε αυτές συμπεριλαμβάνονται οι συγκρίσεις αλληλουχιών DNA με τις οποίες ασχολείται η μοριακή βιολογία ή γονιδιωματική, και συγκρίσεις απολιθωμάτων ή άλλων δειγμάτων αρχαίων οργανισμών στην παλαιοντολογία. Οι βιολόγοι οργανώνουν και αναλύουν τις εξελικτικές σχέσεις χρησιμοποιώντας διάφορες μεθόδους, όπως την φυλογενετική, φαινετυπική , και την κλαδιστική.
2.1.3  Ποικιλία: Η ποικιλομορφία των ζωντανών οργανισμών
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Εικόνα 2.1.3 Το φυλογενετικό δένδρο όλων των ζώντων οργανισμών, βασισμένο στα δεδομένα των rRNA γονιδίων, που δείχνει τον διαχωρισμό των τριών επικρατειών των βακτηρίων, των αρχαίων και των ευκαρυωτικών, όπως περιγράφηκαν αρχικά από τον Καρλ Βέσε (Carl Woese). 
Παραδοσιακά οι ζωντανοί οργανισμοί χωρίζονται σε πέντε βασίλεια:

Μονήρη -- Πρώτιστα -- Μύκητες -- Φυτά -- Ζώα 

  Το σύστημα των πέντε βασιλείων θεωρείται πλέον ξεπερασμένο από τους περισσότερους επιστήμονες.  Σύμφωνα με τις σύγχρονες ταξινομικές μεθόδους οι οποίες βασίζονται στην ακολουθία διαφόρων γονιδίων (παραδοσιακά ριβοσωματικών RNAs) οι οργανισμοί διακρίνονται σε τρεις επικράτειες:

1. Αρχαία (Archaea) 

2. Βακτήρια (Bacteria) 

3. Ευκάρυα (Eukaryota) 

  Υπάρχει επίσης μια σειρά από υποχρεωτικώς ενδοκυτταρικά παράσιτα που στην σειρά που παρατίθενται μπορούν να θεωρηθούν λιγότερο "ζωντανά".

Ιοί -- Ιοειδή -- Πριόνια 
 2.1.4 Κοινή καταγωγή: The common descent of life
  Μια ομάδα οργανισμών θεωρείται ότι έχει κοινή καταγωγή αν έχει έναν κοινό πρόγονο. Όλοι οι οργανισμοί που υπάρχουν στη Γη κατάγονται από έναν κοινό πρόγονο ή από μια κοινή δεξαμενή γονιδίων. Αυτός ο "τελευταίος παγκόσμιος κοινός πρόγονος", δηλαδή, ο πιο πρόσφατος κοινός πρόγονος όλων των οργανισμών, πιστεύεται ότι εμφανίστηκε περίπου πριν από 3.5 εκατομμύρια χρόνια .

 2.1.5  Ομοιοστασία: Προσαρμογή στην αλλαγή
   Ομοιοστασία είναι η ιδιότητα ενός ανοιχτού συστήματος να ρυθμίζει το εσωτερικό του περιβάλλον ώστε αυτό να διατηρείται σε μια σταθερή κατάσταση, μέσω πολλαπλών προσαρμογών δυναμικής ισορροπίας, που ελέγχονται από ενδοσυνδεόμενους μηχανισμούς ρύθμισης. Όλοι οι ζωντανοί οργανισμοί, είτε μονοκύτταροι είτε πολυκύτταροι, παρουσιάζουν ομοιοστασία. Η ομοιοστασία εκδηλώνεται σε κυτταρικό επίπεδο, μέσω της συντήρησης σταθερής εσωτερικής οξύτητας (pH). Σε επίπεδο οργανισμού, τα θερμόαιμα ζώα διατηρούν μια σταθερή εσωτερική θερμοκρασία σώματος. Σε επίπεδο οικοσυστήματος, όταν για παράδειγμα, τα επίπεδα διοξειδίου του άνθρακα της ατμόσφαιρας ανεβαίνουν, τα φυτά έχουν, θεωρητικά, την ικανότητα υγιούς ανάπτυξης, κι έτσι μπορούν να απομακρύνουν μεγαλύτερη ποσότητα διοξειδίου του άνθρακα από την ατμόσφαιρα. Οι ιστοί και τα όργανα μπορούν επίσης να διατηρήσουν ομοιοστασία.
2.1.6   Αλληλεπίδραση: Συμπλέγματα και περιβάλλον
   Αμοιβαία συμβίωση είναι αυτή μεταξύ του ψαριού κλόουν του γένους Amphiprion που κατοικεί ανάμεσα στα πλοκάμια της τροπικής θαλάσσιας ανεμώνης. Το ψάρι προστατεύει την ανεμώνη από τα ψάρια-καταναλωτές της, και σε αντάλλαγμα τα πλοκάμια της ανεμώνης που τσιμπούν προστατεύουν τα ψάρια κλόουν από τους εχθρούς τους.   
    Κάθε ζωντανός οργανισμός αλληλεπιδρά με άλλους οργανισμούς και με το φυσικό περιβάλλον του. Ένας από τους λόγους που τα βιολογικά συστήματα είναι δύσκολο να μελετηθούν είναι γιατί υπάρχουν πάρα πολλές διαφορετικές πιθανές αλληλεπιδράσεις με τους άλλους οργανισμούς και το περιβάλλον. Οι συμπεριφορές μεταξύ των μελών ενός συγκεκριμένου είδους μπορεί να είναι επιθετικές, παρασιτικές, συμβιωτικές ή συνεργασίας. Οι καταστάσεις μπορεί να γίνουν περισσότερο πολύπλοκες όταν δύο ή περισσότερα διαφορετικά είδη επιδρούν σε ένα οικοσύστημα, και επηρεάζουν την οικολογία.

2.2   ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ
   Η βιολογία έχει γίνει ένα τόσο εκτενές ερευνητικό πεδίο, που δεν μελετάται γενικά ως ενιαία επιστήμη αλλά ως διάφορα συγκεντρωμένα επιστημονικά υπό-πεδία. Εδώ εξετάζονται τέσσερις ευρείες ομαδοποιήσεις. Η πρώτη μεγάλη ομάδα αποτελείται από τα βιολογικά πεδία που μελετούν τις βασικές δομές των συστημάτων διαβίωσης: κύτταρα, γονίδια κλπ. Μια δεύτερη ομαδοποίηση εξετάζει τη λειτουργία αυτών των δομών στο επίπεδο ιστών, οργάνων και οργανισμών. Μια τρίτη ομαδοποίηση εξετάζει τους οργανισμούς και την προϊστορία τους. Τέλος μια πλειάδα βιολογικών πεδίων εστιάζει στις αλληλεπιδράσεις. Είναι σημαντικό να σημειωθεί, εντούτοις, ότι αυτά τα όρια, οι ομαδοποιήσεις και οι περιγραφές είναι μια απλουστευμένη περιγραφή της βιολογικής έρευνας. Στην πραγματικότητα, τα όρια μεταξύ των βιολογικών πεδίων είναι πολύ ρευστά και οι περισσότεροι κλάδοι δανείζονται συχνά τεχνικές μεταξύ τους. Παραδείγματος χάριν, η εξελικτική βιολογία βασίζεται πολύ στις τεχνικές της μοριακής βιολογίας για να καθορίσει τις αλληλουχίες του DNA που βοηθούν στην κατανόηση της γενετικής παραλλαγής ενός πληθυσμού. Επίσης, η φυσιολογία δανείζεται πολλά στοιχεία από τη βιολογία κυττάρου για την περιγραφή της λειτουργίας των οργάνων.
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Εικόνα 2.2  Διάγραμμα ενός τυπικού ζωικού κυττάρου που απεικονίζει κυτταρικά οργανίδια και δομές του κυττάρου.
 3.0  ΜΟΡΙΑΚΗ ΒΙΟΛΟΓΙΑ8,9,19,20,21,31
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3.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ

   Η μοριακή βιολογία είναι η μελέτη της βιολογίας σε μοριακό επίπεδο. Ο τομέας επικαλύπτεται με άλλους τομείς της βιολογίας και της χημείας, ιδιαίτερα γενετική και βιοχημεία. Η μοριακή βιολογία ασχολείται κυρίως με την κατανόηση των αλληλεπιδράσεων μεταξύ των διάφορων συστημάτων ενός κυττάρου, συμπεριλαμβανομένων των αλληλεπιδράσεων μεταξύ του DNA, του RNA και της πρωτεϊνικής βιοσύνθεσης καθώς επίσης και την εκμάθηση πώς αυτές οι αλληλεπιδράσεις είναι ρυθμισμένες.

    Γράφοντας στο περιοδικό Nature το 1961, ο William     Astbury περιγράφει την μοριακή βιολογία ,

όχι τόσο ως μια τεχνική αλλά περισσότερο ως προσέγγιση, μια προσέγγιση από την άποψη των αποκαλούμενων βασικών επιστημών με την  ιδέα της έρευνας κάτω από τις μεγάλης κλίμακας εκδηλώσεις της κλασσικής βιολογίας για το αντίστοιχο μοριακό σχέδιο. Ενδιαφέρεται ιδιαίτερα για τις μορφές βιολογικών μορίων...
3.2  Σχέση με άλλες «μοριακής κλίμακας» βιολογικές επιστήμες

   Οι ερευνητές στη μοριακή βιολογία χρησιμοποιούν τις συγκεκριμένες τεχνικές εγγενείς στη μοριακή βιολογία , αλλά όλο και περισσότερο συνδυάζουν αυτές με τις τεχνικές και τις ιδέες από τη γενετική και τη βιοχημεία. Δεν υπάρχει μια καθορισμένη γραμμή μεταξύ αυτών των πειθαρχιών. Ο ακόλουθος αριθμός είναι μια σχηματική αναπαράσταση που απεικονίζει μια πιθανή άποψη της σχέσης μεταξύ των τομέων:

· Η βιοχημεία είναι η μελέτη των χημικών ουσιών και των διαδικασιών της ζωτικής σημασίας που εμφανίζονται στους οργανισμούς διαβίωσης. Οι βιοχημικοί εστιάζουν βαριά στο ρόλο, τη λειτουργία, και τη δομή των βιομορίων. Η μελέτη της χημείας πίσω από τις βιολογικές διαδικασίες και η σύνθεση των βιολογικά ενεργών μορίων είναι παραδείγματα της βιοχημείας. 

· Η γενετική είναι η μελέτη της επίδρασης των γενετικών διαφορών στους οργανισμούς. Συχνά αυτό μπορεί να προκύψει από την απουσία ενός κανονικού συστατικού (π.χ. ένα γονίδιο). Η μελέτη «των μεταλλάξεων» με οργανισμούς που στερούνται ένα ή περισσότερα λειτουργικά συστατικά όσον αφορά τον αποκαλούμενο «άγριο τύπο» ή τον κανονικό φαινότυπο. Οι γενετικές αλληλεπιδράσεις (epistasis) μπορούν συχνά να συγχύσουν τις απλές ερμηνείες τέτοιων «knock-out» μελετών. 

· Η μοριακή βιολογία είναι η μελέτη των μοριακών υποστηρίξεων της διαδικασίας της αντένστασης, της μεταγραφής και της μετάφρασης του γενετικού υλικού. Το κεντρικό δόγμα της μοριακής βιολογίας όπου το γενετικό υλικό μεταγράφεται στο RNA και έπειτα μεταφράζεται στην πρωτεΐνη, παρά την ύπαρξη μια υπεραπλουστευμένης εικόνας της μοριακής βιολογίας, παρέχει ακόμα μια καλή αφετηρία για την κατανόηση του τομέα. Αυτή η εικόνα, εντούτοις, υποβάλλεται στην αναθεώρηση λαμβάνοντας υπόψη τους αναδυόμενους νέους ρόλους για το RNA.
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  Ένα μεγάλο μέρος της εργασίας στη μοριακή βιολογία είναι ποσοτικό, και πρόσφατα εκτενής έρευνα έχει γίνει στη διεπαφή της μοριακής  βιολογίας και της πληροφορικής στη βιοπληροφορική και την υπολογιστική βιολογία.  Από τις αρχές του 2000, η μελέτη της δομής και της λειτουργίας γονιδίων, η μοριακή γενετική,  υπήρξε ένας απ’ τους σημαντικότερους τομείς, της μοριακής βιολογίας.

    Όλο και περισσότερο  άλλοι τομείς της βιολογίας εστιάζουν στα μόρια, είτε άμεσα που μελετούν τις αλληλεπιδράσεις τους στο δικαίωμα τους όπως στη βιολογία κυττάρων και την αναπτυξιακή βιολογία, είτε έμμεσα, όπου οι τεχνικές μοριακής βιολογίας χρησιμοποιούνται για να συμπεράνουν τις ιστορικές ιδιότητες των πληθυσμών ή των ειδών, όπως στους τομείς στην εξελικτική βιολογία, η γενετική πληθυσμών και η φυλογενετική. Υπάρχει επίσης μια μακροχρόνια παράδοση της μελέτης των βιομορίων  «από το έδαφος επάνω» στη βιοφυσική.
3.3  Τεχνικές της μοριακής βιολογίας
   Από τα τέλη δεκαετίας του '50 και τις αρχές της δεκαετίας του '60, οι μοριακοί βιολόγοι έχουν μάθει να χαρακτηρίζουν, να απομονώνουν, και να χειρίζονται τα μοριακά συστατικά των κυττάρων και των οργανισμών. Αυτά τα συστατικά περιλαμβάνουν το DNA, την αποθήκη των γενετικών πληροφοριών.To RNA, είναι ένας στενός συγγενής του DNA  του οποίου οι λειτουργίες κυμαίνονται από να χρησιμεύσουν ως ένα προσωρινό αντίγραφο δισκέτας εργασίας του DNA ως τις πραγματικές δομικές και ενζυματικές λειτουργίες καθώς επίσης και ως λειτουργικό και δομικό μέρος των μεταφραστικών συσκευών. Οι πρωτεΐνες απ’ την άλλη, είναι  ο σημαντικότερος  δομικός και ενζυματικός τύπος μορίου στα κύτταρα.                                                                                    

   Παρακάτω περιγράφονται περιληπτικά μερικές απ’ τις μεθόδους.
3.3.1  Expression cloning

   Μια από τις πιο βασικές τεχνικές μοριακής βιολογίας για να μελετηθεί η πρωτεϊνική λειτουργία είναι η κλωνοποίηση έκφρασης. Σε αυτήν την τεχνική, η κωδικοποίηση DNA για μια πρωτεΐνη ενδιαφέροντος κλωνοποιείται, χρησιμοποιώντας PCR, σε ένα πλασμίδιο (γνωστό ως διάνυσμα έκφρασης). Αυτό το πλασμίδιο μπορεί να έχει τα ειδικά βοηθητικά στοιχεία  για να οδηγήσει την παραγωγή της πρωτεΐνης ενδιαφέροντος, και μπορεί επίσης να έχει τους αντιβιοτικούς δείκτες αντίστασης για να βοηθήσει να ακολουθήσει το πλασμίδιο.

    Αυτό το πλασμίδιο μπορεί να παρεμβληθεί είτε στα βακτηριακά είτε στα ζωικά κύτταρα. Η εισαγωγή του DNA στα βακτηριακά κύτταρα μπορεί να γίνει από το μετασχηματισμό (μέσω της λήψης του γυμνού DNA), την κλίση (μέσω της επαφής κύτταρο-κυττάρων) ή από τη μεταγωγή (μέσω του προερχόμενου από ιό διανύσματος). Η εισαγωγή του DNA στα ευκαρυωτικά κύτταρα, όπως τα ζωικά κύτταρα, με τα φυσικά ή χημικά μέσα καλείται επιμόλυνση. Διάφορες τεχνικές επιμόλυνσης είναι διαθέσιμες, όπως επιμόλυνση φωσφορικού άλατος ασβεστίου, ο ηλεκτρομετασχηματισμός, η μικροέγχυση και η επιμόλυνση λιποσωμάτων. Το DNA μπορεί επίσης να εισαχθεί στα ευκαρυωτικά κύτταρα χρησιμοποιώντας τους ιούς ή τα βακτηρίδια δεδομένου ότι οι ιοί είναι μεταφορείς, ενώ  τα τελευταία καλούνται μερικές φορές bactofection και χρησιμοποιούν ιδίως το Agrobacterium tumefaciens. Το πλασμίδιο μπορεί να ενσωματωθεί στο γονιδίωμα, με συνέπεια σταθερή επιμόλυνση, ή μπορεί να παραμείνει ανεξάρτητο από το γονιδίωμα, αποκαλούμενο παροδική επιμόλυνση.

    Σε καθεμία περίπτωση, η κωδικοποίηση DNA για μια πρωτεΐνη ενδιαφέροντος είναι τώρα μέσα σε ένα κύτταρο, και η πρωτεΐνη μπορεί τώρα να εκφραστεί. Ποικίλα συστήματα, είναι διαθέσιμα για να βοηθήσουν, να εκφράσουν την πρωτεΐνη ενδιαφέροντος σε υψηλά επίπεδα. Οι μεγάλες ποσότητες μιας πρωτεΐνης μπορούν έπειτα να εξαχθούν από το βακτηριακό ή ευκαρυωτικό κύτταρο. Η πρωτεΐνη μπορεί να εξεταστεί για την ενζυματική δραστηριότητα κάτω από ποικίλες καταστάσεις, επίσης  μπορεί να κρυσταλλωθεί και έτσι η τριτογενής δομή της μπορεί να μελετηθεί, ή ακόμα, στη βιομηχανία φαρμάκων, η δραστηριότητα των νέων φαρμάκων ενάντια στην πρωτεΐνη να μπορεί να μελετηθεί.
Ακρόαση

3.3.2  Polymerase chain reaction (PCR)

    Η αλυσωτή αντίδραση πολυμεράσης είναι μια εξαιρετικά ευπροσάρμοστη τεχνική για το DNA. Εν συντομία, η PCR επιτρέπει  μια ενιαία ακολουθία DNA για να αντιγραφεί ή να αλλαχτεί στους προκαθορισμένους τρόπους. Παραδείγματος χάριν, η  PCR μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να εισαγάγει τις ενζυμικές περιοχές περιορισμού, ή για να αλλοιώσει (αλλάξει) τις ιδιαίτερες βάσεις του DNA. Η τελευταία είναι η μέθοδος  «μετασχηματιστής». Η PCR έχει πολλές παραλλαγές, όπως αντίστροφο PCR μεταγραφής (rt-pcr) για την ενίσχυση του RNA, και, πιο πρόσφατα, σε πραγματικό χρόνο PCR (QPCR) που επιτρέπουν την ποσοτική μέτρηση των μορίων DNA ή RNA.Ακρόαση
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3.3.3  Gel electrophoresis

[image: image28.png]G

o30S

2y i



Η ηλεκτροφόρηση πηκτωμάτων είναι ένα από τα κύρια εργαλεία της μοριακής βιολογίας. Η βασική αρχή      είναι ότι το DNA, το RNA, και οι πρωτεΐνες μπορούν όλες να χωριστούν με τη βοήθεια ενός ηλεκτρικού πεδίου.  Στην ηλεκτροφόρηση πηκτωμάτων   αγαρόζης, το  DNA και το RNA μπορούν να χωριστούν βάσει του μεγέθους με την λειτουργία  του DNA μέσω ενός πηκτώματος αγαρόζης. Οι πρωτεΐνες μπορούν να χωριστούν βάσει του μεγέθους με τη χρησιμοποίηση ενός πηκτώματος SDS-PAGE, ή βάσει του μεγέθους και της ηλεκτρικής δαπάνης τους με τη χρησιμοποίηση αυτής που είναι γνωστή ως 2D ηλεκτροφόρηση πηκτωμάτων.
3.3.4  Western blot

   Η Western blot είναι μια αναλυτική τεχνική που χρησιμοποιείται για να ανιχνεύσει τις συγκεκριμένες πρωτεΐνες σε ένα δεδομένο δείγμα της ομοιογένειας ή του αποσπάσματος ιστού. Χρησιμοποιεί την ηλεκτροφόρηση πηκτωμάτων στις χωριστές εγγενείς ή μετουσιωμένες πρωτεΐνες από το μήκος πολυπεπτιδίων (όροι μετουσίωσης) ή από την τρισδιάστατη δομή της πρωτεΐνης (εγγενείς όροι μη-μετουσίωσης). Οι πρωτεΐνες μεταφέρονται έπειτα σε μια μεμβράνη (χαρακτηριστικά nitrocellulose ή PVDF), όπου εξετάζονται  χρησιμοποιώντας τα αντισώματα για την πρωτεΐνη στόχων. 

   Υπάρχουν τώρα πολλές επιχειρήσεις αντιδραστηρίων που ειδικεύονται  στην παροχή των αντισωμάτων (και  μονοκλωνικών και πολυκλωνικών) ενάντια στις δεκάδες χιλιάδες διαφορετικές πρωτεΐνες. Τα εμπορικά αντισώματα μπορούν να είναι ακριβά, αν και το απεριόριστο αντίσωμα μπορεί να επαναχρησιμοποιηθεί μεταξύ των πειραμάτων. Αυτή η μέθοδος χρησιμοποιείται στους τομείς της μοριακής βιολογίας, της βιοχημείας, της ανοσογενετικής και άλλων μοριακών πειθαρχιών της βιολογίας.

3.3.5  Συστοιχίες

    Μια συστοιχία DNA είναι μια συλλογή των σημείων που συνδέονται με μια στερεά υποστήριξη όπως μια φωτογραφική διαφάνεια μικροσκοπίων όπου κάθε σημείο περιέχει ένα ή περισσότερα μονόκλωνου ολιγονουκλεοτιδίου DNA τεμάχια. Οι συστοιχίες  καθιστούν πιθανό να καταγράψουν μια μεγάλη ποσότητα των πολύ μικρών (100 micrometre διάμετρος) σημείων σε μια ενιαία φωτογραφική διαφάνεια. Κάθε σημείο έχει ένα μόριο τεμαχίων DNA που συμπληρώνει μια ενιαία ακολουθία DNA. Μια παραλλαγή αυτής της τεχνικής επιτρέπει στην έκφραση γονιδίων ενός οργανισμού σε ένα ιδιαίτερο στάδιο στην ανάπτυξη για να είναι κατάλληλη (έκφραση που σχεδιάζει περίγραμμα). Σε αυτήν την τεχνική το RNA σε έναν ιστό είναι απομονωμένο και επονομάζεται  cDNA. Αυτό το cDNA υβριδοποιείται έπειτα σε τεμάχια στη συστοιχία  και μπορεί να γίνει η απεικόνιση της υβριδοποίησης. Δεδομένου ότι οι πολλαπλές συστοιχίες μπορούν να γίνουν με την ίδια ακριβή θέση των τεμαχίων είναι ιδιαίτερα χρήσιμες για την έκφραση γονιδίων δύο διαφορετικών ιστών, όπως ένας υγιής και ένας καρκινώδης ιστός. Επίσης, κάποιος μπορεί να μετρήσει ποια γονίδια εκφράζονται και πώς εκείνη η έκφραση αλλάζει με το χρόνο ή με άλλους παράγοντες. Υπάρχουν πολλοί διαφορετικοί τρόποι που κατασκευάζουν microarrays, ο πιο κοινός είναι τσιπ σιλικόνης, φωτογραφικές διαφάνειες μικροσκοπίων με τα σημεία micrometer ~ 100 της διαμέτρου, αλληλουχίες συνήθειας, και συστοιχίες  με τα μεγαλύτερα σημεία στις πορώδεις μεμβράνες (macro arrays). Μπορεί να υπάρξουν οπουδήποτε σε 100 σημεία  περισσότερα από 10.000 σε μια δεδομένη σειρά.
   Οι συστοιχίες μπορούν επίσης να γίνουν με τα μόρια εκτός από το DNA. Παραδείγματος χάριν, μια σειρά αντισωμάτων μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να καθορίσει ποιες πρωτεΐνες ή βακτηρίδια είναι παρόντα σε ένα δείγμα αίματος.
3.4 Απαρχαιωμένες τεχνολογίες

   Στη μοριακή βιολογία, οι διαδικασίες και οι τεχνολογίες είναι συνεχώς ανεπτυγμένες και οι παλαιότερες τεχνολογίες εγκαταλείπονται. Παραδείγματος χάριν, πριν από την εμφάνιση της ηλεκτροφόρησης πηκτωμάτων DNA (αγαρόζη ή polyacrylamide), το μέγεθος των μορίων DNA καθορίστηκε χαρακτηριστικά από τα ποσοστά  ιζηματογένεσης στις κλίσεις σακχαρόζης, μια αργή και εντατική τεχνική που απαιτεί την ακριβή ενοργάνωση. Πριν από τις κλίσεις σακχαρόζης, χρησιμοποιούταν  viscometry.

   Εκτός από το ιστορικό ενδιαφέρον, η παλαιότερη τεχνολογία αξίζει, διότι είναι χρήσιμη για την επίλυση κάποιου νέου προβλήματος για  το οποίο η νεώτερη τεχνική θα είναι ακατάλληλη.
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 4.0  ΠΑΘΟΓΟΝΟΙ 2,5,28
ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΟΙ  
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   Ως μικροοργανισμοί ή μικρόβια χαρακτηρίζονται εκείνοι οι οργανισμοί τους οποίους δεν μπορούμε να διακρίνουμε με γυμνό μάτι, γιατί έχουν μέγεθος μικρότερο από 0,1 mm. Πολλοί από τους μικροοργανισμούς, όπως για παράδειγμα τα νιτροποιητικά βακτήρια, περνούν όλη τη ζωή τους στο φυσικό περιβάλλον. Άλλοι, προκειμένου να επιβιώσουν και να αναπαραχθούν, περνούν ένα μέρος ή ολόκληρη τη ζωή τους στο εσωτερικό κάποιου άλλου οργανισμού.  Οι μικροοργανισμοί αυτοί χαρακτηρίζονται ως παράσιτα και ο οργανισμός  που   τους «φιλοξενεί» ως ξενιστής.
                  Οι περισσότεροι μικροοργανισμοί όχι μόνο δεν είναι βλαβεροί για τον άνθρωπο, αλλά αντίθετα είναι χρήσιμοι ή και απαραίτητοι, καθώς συμμετέχουν σε σημαντικές διεργασίες (όπως η αποικοδόμηση της νεκρής οργανικής ύλης) ή  χρησιμοποιούνται από τον άνθρωπο για παραγωγή ουσιών χρήσιμων σε διάφορους τομείς. Μερικοί ωστόσο από τους μικροοργανισμούς που χρησιμοποιούν τον άνθρωπο ως ξενιστή τους, μπορεί να προκαλέσουν διαταραχές στην υγεία του. Οι μικροοργανισμοί αυτοί ονομάζονται παθογόνοι.
                   Οι παθογόνοι μικροοργανισμοί μπορεί να είναι ευκαρυωτικοί, προκαρυωτικοί ή ιοί. Στους ευκαρυωτικούς (με διαφοροποιημένο πυρήνα) ανήκουν τα πρωτόζωα και οι μύκητες, ενώ στους προκαρυωτικούς (χωρίς διαφοροποιημένο πυρήνα) τα βακτήρια. Οι ιοί αποτελούν ακυτταρικές, μη αυτοτελείς μορφές ζωής.

 4.1 Ευκαρυωτικοί οργανισμοί 


                  Πρωτόζωα: Τα πρωτόζωα είναι μονοκύτταροι ευκαρυωτικοί οργανισμοί. Τα περισσότερα αναπαράγονται μονογονικά με διχοτόμηση. Κινούνται είτε σχηματίζοντας ψευδοπόδια (αμοιβάδα) είτε με τις βλεφαρίδες ή τα μαστίγια που διαθέτουν. Από τα παθογόνα πρωτόζωα είναι σκόπιμο να αναφερθούν το πλασμώδιο (μεταδίδεται από τα κουνούπια και προκαλεί ελονοσία), η ιστολυτική αμοιβάδα (προκαλεί αμοιβαδοειδή δυσεντερία), το το -ξόπλασμα (μεταδίδεται από τα κατοικίδια ζώα, προσβάλει βασικά όργανα όπως τους πνεύμονες, το ήπαρ και το σπλήνα και προκαλεί αποβολές στις εγκύους.)
             
   Μύκητες: Οι μύκητες είναι ευκαρυωτικοί μονοκύτταροι ή πολυκύτταροι οργανισμοί. Οι περισσότεροι μύκητες αποτελούνται από απλούστερες νηματοειδείς δομές, τις υφές. Οι μύκητες παρασιτούν σε ζωντανούς οργανισμούς ή ζουν ελεύθεροι στο έδαφος, στο νερό, στον αέρα, στα τρόφιμα. Πολλοί από αυτούς αναπαράγονται μονογονικά με απλή διχοτόμηση, ενώ άλλοι αναπαράγονται με εκβλάστηση. Τα νοσήματα που προκαλούνται στον άνθρωπο από παθογόνους μύκητες ονομάζονται μυκητιάσεις. Η Candida albicans ανάλογα με το όργανο που προσβάλει, μπορεί να προκαλέσει πνευμονική καντιντίαση, κολπίτιδα, στοματίτιδα.

   4.2 Προκαρυωτικοί οργανισμοί
    Βακτήρια: Τα βακτήρια είναι προκαρυωτικοί οργανισμοί που συνήθως σχηματίζουν αθροίσματα, τις αποικίες. Το σχήμα τους μπορεί να είναι ελικοειδές (σπειρύλλια), σφαιρικό (κόκκοι) ή ραβδοειδές (βάκιλοι).  Αναπαράγονται μονογονικά με απλή διχοτόμηση. Η αναπαραγωγή τους διαρκεί μικρό χρονικό διάστημα. Ορισμένα βακτήρια, σε ευνοϊκές γι’ αυτά συνθήκες, διαιρούνται κάθε 20 λεπτά. Σε αντίξοες συνθήκες, όπως ακραίες θερμοκρασίες ή υπό τη δράση ακτινοβολιών, πολλά βακτήρια μετατρέπονται σε ανθεκτικές μορφές, τα ενδοσπόρια. Τα ενδοσπόρια είναι αφυδατωμένα κύτταρα με ανθεκτικά τοιχώματα και χαμηλούς μεταβολικούς ρυθμούς. Όταν οι συνθήκες του περιβάλλοντος ξαναγίνουν ευνοϊκές, τα ενδοσπόρια βλαστάνουν δίνοντας το καθένα ένα βακτήριο. Μερικά παθογόνα βακτήρια είναι υπεύθυνα για σοβαρές ασθένειες του ανθρώπου. Χαρακτηριστικά παραδείγματα αποτελούν τα Staphylococcus aureus και Staphylococcus epidermidis που προκαλούν αιμόλυση ερυθρών και καταστροφή λευκών αιμοσφαιρίων, οστεομυελίτιδα, ενδοκαρδίτιδα, μαστίτιδα, μηνιγγίτιδα, πνευμονία, τροφικές δηλητηριάσεις.


    4.3  Ακυτταρικοί οργανισμοί

    Ιοί: Οι ιοί ως προς το είδος του ξενιστή που προσβάλλουν, διακρίνονται σε ιούς βακτηρίων, ιούς φυτών και ιούς ζώων, ενώ αποτελούν υποχρεωτικά ενδοκυτταρικά παράσιτα. Η εξειδίκευση όμως των ιών δεν αφορά μόνο το είδος του οργανισμού αλλά και το είδος του κυττάρου ή του ιστού στο οποίο παρασιτούν. Για παράδειγμα, ο ιός της πολιομυελίτιδας στον άνθρωπο προσβάλλει τα νευρικά κύτταρα του νωτιαίου μυελού, ενώ ο ιός της γρίπης τα επιθηλιακά κύτταρα της αναπνευστικής οδού. Ο πολλαπλασιασμός των ιών γίνεται στο εσωτερικό των κυττάρων-ξενιστών.
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4.4  ΑΙΤΙΑ ΠΑΘΟΓΟΝΟΥ ΔΡΑΣΗΣ ΤΩΝ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ
                 Οφείλονται στην παραγωγή τοξίνων όπως είναι:

· Οι εξωτοξίνες (συνήθως πρωτεΐνες), οι οποίες προσβάλλουν διαφορετικά όργανα και προκαλούν διαφορετικά συμπτώματα.

και

· Οι ενδοτοξίνες (ουσία του κυτταρικού τοιχώματος ορισμένων βακτηρίων), που προκαλούν πυρετό, πτώση της πίεσης του αίματος, λευκοπενία κλπ.
 4.5  ΟΙ ΠΑΘΟΓΟΝΟΙ ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΟΙ ΜΕΤΑΔΙΔΟΝΤΑΙ ΜΕ:

· Την τροφή και το νερό
· Την επαφή με μολυσμένα ζώα
· Τα σταγονίδια του βήχα
· Την άμεση επαφή με μολυσμένα άτομα
· Την επαφή με μολυσμένα αντικείμενα που έχουν χρησιμοποιηθεί από μολυσμένο άτομο.
    Οι παθογόνοι μικροοργανισμοί εισέρχονται στον οργανισμό από κάποια ασυνέχεια του δέρματος και τους βλεννογόνους που υπάρχουν σε κοιλότητες του οργανισμού (π.χ. στόμα, στομάχι, κόλπος).
  

 4.6 ΠΡΟΛΗΨΗ-ΑΝΤΙΜΕΤΩΠΙΣΗ ΜΟΛΥΝΣΕΩΝ:

· Γνώση μηχανισμών ανάπτυξης και πολλαπλασιασμού μικροβίων 

· Υιοθέτηση και τήρηση κανόνων προσωπικής και δημόσιας υγιεινής.
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5.0  ΜΕΘΟΔΟΙ ΜΟΡΙΑΚΗΣ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ

  5.1 P C R 6,7,15,18              
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Εικόνα 5.1 Αντιδραστήρια PCR
   Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction- PCR), είναι μια in vitro ενζυματική αντίδραση, που ανήκει στις μεθόδους ανίχνευσης του DNA μέσω πολλαπλασιασμού του στόχου. Ο τελικός σκοπός της αντίδρασης είναι ο εκθετικός πολλαπλασιασμός ενός συγκεκριμένου τμήματος DNA που αποτελεί το στόχο της αντίδρασης.

   5.1.1 Η ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ

          Με τη χρήση της τεχνικής της PCR πραγματοποιείται in vitro η σύνθεση ενός τμήματος DNA που αποτελεί το στόχο της αντίδρασης. Στη συνέχεια ακολουθεί ο εκθετικός πολλαπλασιασμός του συγκεκριμένου τμήματος, με τελικό σκοπό την παραγωγή ενός μεγάλου αριθμού αντιγράφων και την οπτικοποίησή του. Η όλη διαδικασία διαρκεί  περίπου 3-4 ώρες, λαμβάνει μέρος στο ίδιο αρχικό μείγμα αντιδραστηρίων, χωρίς προσθήκες και στο τέλος παράγεται η συγκεκριμένη περιοχή σε αριθμό αντιγράφων μεγαλύτερο από 10^6.

   Η in vitro αντίδραση εκμεταλλεύεται την in vivo δράση του ενζύμου DNA πολυμεράση, που αποτελεί το ένζυμο αντιγραφής του DNA σε κάθε κύτταρο κατά τη διαίρεσή του. Ειδικότερα, στο διαιρούμενο κύτταρο, μετά την αποδιάταξη του δίκλωνου  DNA, το ένζυμο πολυμεράση <<διαβάζει>> τον ένα κλώνο (μονόκλωνο DNA) και έχοντάς τον ως πρότυπο-μήτρα (template), συνθέτει συμπληρωματική άλυσο DNA με κατεύθυνση από το 5΄ προς το 3΄ άκρο, παρουσία τριφωσφορικών δεοξυριβονουκλεοτιδίων. Στην αντίδραση  PCR γίνεται η ίδια ενζυματική διεργασία από το ένζυμο πολυμεράση, σε συνθήκες in vitro.

5.1.2 Η διαδικασία της αντίδρασης
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Εικόνα 5.1.2 Ειδική συσκευή (thermο-cycler) για PCR
  Για την πραγματοποίηση της αντίδρασης απαιτούνται το ένζυμο DNA πολυμεράση, το DNA στόχος που θα πολλαπλασιαστεί, τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια για τη σύνθεση των συμπληρωματικών κλώνων του DNA,  ένα ζευγάρι αλληλουχιών DNA μεγέθους 15-25 bp, συμπληρωματικών προς την αλληλουχία της αρχής και του τέλους του DNA στόχου που θα πολλαπλασιαστεί (εναρκτήριες αλληλουχίες) και τέλος ένα ρυθμιστικό διάλυμα ιόντων Mg++.

   Η αντίδραση έχει τρία στάδια, το στάδιο της αποδιάταξης του δίκλωνου DNA ( denaturation),το στάδιο του υβριδισμού των εναρκτήριων αλληλουχιών (annealing) και το στάδιο της επέκτασης και σύνθεσης της συμπληρωματικής αλυσίδας (extension).Τα τρία αυτά στάδια αποτελούν ένα πλήρη κύκλο και κάθε αντίδραση PCR αποτελείται από 25-40 παρόμοιους κύκλους .Η διαδικασία της συνεχούς επανάληψης των τριών σταδίων ήταν αυτή που έδωσε και στην αντίδραση το όνομά της.

  Το πρώτο στάδιο, δηλ. το στάδιο της αποδιάταξης του δίκλωνου DNA, πραγματοποιείται όταν αυξηθεί η θερμοκρασία στο διάλυμα της αντίδρασης σε επίπεδα 93-95ºC. Στη θερμοκρασία αυτή το δίκλωνο DNA διαχωρίζεται στους δύο συμπληρωματικούς κλώνους. Στο τέλος του πρώτου κύκλου της αντίδρασης οι κλώνοι του στόχου DNA είναι τέσσερις και αποτελούν τα πρότυπα για σύνθεση καινούριου DNA στο δεύτερο κύκλο. Στο τέλος του δεύτερου κύκλου οι κλώνοι είναι οκτώ.

                Το κύριο προϊόν της αντίδρασης PCR είναι το τμήμα του δίκλωνου DNA που περιλαμβάνεται μεταξύ των εκκινητών ολιγονουκλεοτιδίων.

  Οι κυκλικές εναλλαγές της θερμοκρασίας στην αντίδραση PCR πραγματοποιούνται με αυτοματοποιημένες συσκευές, εμπορικά διαθέσιμες, που ονομάζονται  θερμοκυκλοποιητές (thermo-cyclers) (Σχήμα 5.1.2).

   5.1.3 Παραλλαγές της διαδικασίας
  Αρκετές παραλλαγές της βασικής αντίδρασης της PCR έχουν περιγραφεί. Οι παραλλαγές αυτές έχουν εξελιχθεί για να αντιμετωπίσουν προβλήματα ευαισθησίας, ειδικότητας, επιμολύνσεων κλπ. που εντοπίσθηκαν στην κλινική εφαρμογή της μεθοδολογίας.

 Μια παραλλαγή του βασικού πρωτοκόλλου είναι η πολυπλεκτική PCR (multiplex PCR). Σε αυτή την παραλλαγή, χρησιμοποιούνται περισσότερα του ενός ζεύγη εναρκτηρίων αλληλουχιών, με στόχο τον πολλαπλασιασμό ισάριθμων διαφορετικών στόχων. Το κύριο πλεονέκτημα της μεθόδου είναι η εξοικονόμηση χρόνου και αντιδραστηρίων, αφού ο πολλαπλασιασμός των γονιδίων στόχων γίνεται με μια αντίδραση και όχι με περισσότερες. Το κύριο μειονέκτημα είναι η δυσκολία στο σχεδιασμό των εναρκτήριων αλληλουχιών που θα πρέπει να έχουν την ίδια ή πολύ κοντινές θερμοκρασίες υβριδισμού (σε εύρος 1-2ºC). 
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Figure 1: 2% agarose gel electrophoresis stained with
Ethidium Bromide. PCR: columns | and 11, molecular weight
marker Ladder | kb (Invitrogen): column 2, negative control;
column 3, positive control; columns 4 t0 20, suspected clinical
samples from CCZ, UFPel, Nested-PCR: column 1, molecular
weight marker Ladder 1 kb; columns 2 and 11, negative
control; column 3, positive control; columns 4 o 20, suspected
clinical samples from CCZ, UFPel,





Εικόνα 5.1.3.1 Στα αριστερά απλή PCR, ενώ στα δεξιά εμφωλεύουσα PCR.
 Μια δεύτερη παραλλαγή της βασικής αντίδρασης είναι η εμφωλεύουσα PCR (nested PCR), κατά την οποία πραγματοποιούνται δύο συνεχόμενες αντιδράσεις PCR. Στην πρώτη πολλαπλασιάζεται ένα τμήμα του γονιδίου με τη χρήση ενός ζεύγους εναρκτήριων αλληλουχιών. Στη συνέχεια πραγματοποιείται η δεύτερη αντίδραση, κατά την οποία χρησιμοποιείται ένα δεύτερο ζεύγος εναρκτήριων αλληλουχιών, εσωτερικών στη σχεδίαση του πρώτου ζεύγους, και πολλαπλασιάζεται το προϊόν PCR του πρώτου σταδίου. Το κύριο πλεονέκτημα της συγκεκριμένης παραλλαγής είναι η αυξημένη αναλυτική ευαισθησία σε σχέση με τη βασική αντίδραση, αφού πραγματοποιούνται δύο αντιδράσεις. Το κύριο μειονέκτημα είναι η μεγάλη πιθανότητα επιμόλυνσης, αφού στη δεύτερη αντίδραση χρησιμοποιείται σαν υπόστρωμα το προϊόν πολλαπλασιασμού της πρώτης αντίδρασης.

 Μια άλλη παραλλαγή της βασικής αντίδρασης είναι η ανίχνευση τμημάτων RNA, αφού πρώτα μετατραπούν σε cDNA. Η διαδικασία αυτή γίνεται με τη χρήση του ένζυμου ανάστροφη τρανσκριπτάση  ( reverse transcriptase) και δύο διαδοχικές αντιδράσεις.

   Η χρήση οικουμενικών εναρκτηρίων αλληλουχιών αποτελεί την παραλλαγή της αντίδρασης που ονομάζεται broad-range PCR. Οι οικουμενικές εναρκτήριες αλληλουχίες έχουν σχεδιασθεί να υβριδίζουν σε συντηρημένες θέσεις του υπό ανίχνευση γονιδίου, όταν αυτό ανευρίσκεται σε περισσότερα του ενός βακτηριακά είδη. Με αυτή την τεχνική έχει γίνει δυνατή η ταυτοποίηση σε επίπεδο είδους πολλών παθογόνων, που οι συμβατικές φαινοτυπικές μέθοδοι δεν μπορούσαν να αναγνωρίσουν. Επίσης με αυτό τον τρόπο έχει γίνει δυνατή η ανίχνευση σε κλινικά δείγματα παθογόνων που δεν ήταν δυνατόν να καλλιεργηθούν με καμία άλλη τεχνική( όπως παράδειγμα τα είδη Bartonella henselae και Tropheryma whipplei).  

 Τέλος, μια τελευταία παραλλαγή της βασικής αντίδρασης που έχει βρει ευρεία εφαρμογή τα τελευταία χρόνια είναι η αντίδραση PCR πραγματικού χρόνου (Real-Time PCR), όπου και θα αναφερθούμε παρακάτω, αφού αποτελεί θέμα ξεχωριστής ανασκόπησης.
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5.1.4 Η επιλογή του DNA του στόχου   

  Η επιλογή του DNA στόχου αποτελεί σημαντικό παράγοντα στο σχεδιασμό του πρωτοκόλλου της PCR. Βασική παράμετρος στην επιλογή του στόχου αποτελεί η γενετική σταθερότητα του τμήματος DNA που θα επιλεγεί να πολλαπλασιασθεί. Η γενετική αυτή σταθερότητα εξασφαλίζει ότι οι θέσεις σύνδεσης των εναρκτήριων αλληλουχιών θα έχουν πάντα την ίδια σύνθεση, έτσι ώστε ο υβριδισμός να είναι ειδικός και σταθερός.

   Η ευαισθησία του πρωτοκόλλου PCR θα είναι αυξημένη, εάν ο στόχος βρίσκεται σε πολλαπλά αντίγραφα στο γονιδίωμα του κυττάρου. Ο συνδυασμός των πολλαπλών αντιγράφων με την επιλογή του κατάλληλου δείγματος με μεγάλο βακτηριακό φορτίο, μεταφράζεται σε ακόμη πιο αυξημένη ευαισθησία της μεθόδου.

   Τα περισσότερα πρωτόκολλα PCR έχουν ως στόχο το  DNA. Όμως σε ορισμένες περιπτώσεις ο στόχος μπορεί να είναι το RNA, όπως στις περιπτώσεις αρκετών ιών. Σε αυτήν την περίπτωση χρησιμοποιείται  η τεχνική της reverse transcriptase PCR.

5.1.5 REAL TIME PCR (PCR ΣΕ ΠΡΑΓΜΑΤΙΚΟ ΧΡΟΝΟ)

   Τα τελευταία χρόνια έχει πραγματοποιηθεί μια επανάσταση στις      τεχνολογίες εφαρμογών της αλυσιδωτής αντίδρασης    πολυμεράση, με την ενσωμάτωση της δυνατότητας παρακολούθησης της πορείας της   αντίδρασης σε πραγματικό χρόνο (real time). Το γεγονός αυτό επιτρέπει την ταχύτερη αξιολόγηση
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των αποτελεσμάτων της in vitro αντιγραφής του γενετικού υλικού, καθώς επίσης και την αύξηση της ευαισθησίας και της ειδικότητας των αντιδράσεων σε σχέση με την προς ανίχνευση νουκλεοτιδική αλληλουχία. Επιπλέον διευκολύνεται σε μεγάλο βαθμό ο ποσοτικός προσδιορισμός των γενετικών αλληλουχιών και των αντιγράφων RNA που παράγονται είτε in vivo είτε in vitro.[image: image7.jpg]
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5.1.5.1 ΑΡΧΗ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑΣ  Real Time PCR
   Η αρχή λειτουργίας των τεχνικών Real Time PCR βασίζεται στην ανίχνευση και ποσοτικοποίηση του φθορισμού που εκπέμπεται από ειδικά φθοριοχρώματα, που είναι συνδεδεμένα με νουκλεοτιδικές αλληλουχίες (ιχνηθέτες) οι οποίες προστίθενται στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης και υβριδίζουν με την πολλαπλασιαζόμενη αλληλουχία.

  5.1.5.2 Τεχνολογίες  Real Time PCR
   Οι βασικές τεχνολογίες Real Time PCR ανάλογα με το χρησιμοποιούμενο ιχνηθέτη είναι τέσσερις: α) η τεχνολογία παραγόντων που προσδένονται σε δίκλωνο DNA (SYBR Green), β) η τεχνολογία των ιχνηθετών υβριδισμού-υδρολύσεως (Taqman), γ) η τεχνολογία των ιχνηθετών υβριδισμού (Beacon, Scorpion) και  δ) η τεχνολογία γειτονικών ιχνηθετών.



Εικόνα 5.1.5.2 Real Time ποσοτική PCR χρησιμοποιώντας ΤaqMan® ανιχνευτές.
 5.1.5.3 Πλεονεκτήματα-Μειονεκτήματα Real Time PCR
   Τα πλεονεκτήματα των αλυσιδωτών αντιδράσεων πολυμεράσης πραγματικού χρόνου είναι ότι δεν επηρεάζονται από την ενίσχυση μη ειδικών προϊόντων, ενώ ο πολλαπλασιασμός  παρακολουθείται συνεχώς σε κάθε κύκλο της αντίδρασης. Οι θερμοδυναμικοί κύκλοι είναι συχνά συντομότεροι των απλών αντιδράσεων, διότι δεν απαιτείται η μέγιστη παραγωγή προϊόντος, καθώς επίσης αποφεύγουμε τη μεταγενέστερη επεξεργασία του δείγματος, μειώνοντας τον κίνδυνο επιμολύνσεων. Η αυξημένη ειδικότητα, η μέχρι και 1000 φορές αυξημένη ευαισθησία και η υψηλή επαναληψιμότητα των αντιδράσεων αυτών είναι επίσης σημαντικά πλεονεκτήματα. 

   Ως μειονεκτήματα μπορούν να αναφερθούν : 1) η ανάγκη για ύπαρξη εξειδικευμένου προσωπικού, 2) το υψηλό κόστος εξοπλισμού, και 3) ότι η χρήση τους σε πολυπλεκτικές αντιδράσεις είναι σχετικά περιορισμένη.

5.1.6 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ
    Είκοσι χρόνια μετά την πρώτη εφαρμογή της, η PCR έχει πλέον γίνει η σημαντικότερη διαδικασία μοριακής βιολογίας στην καθημερινή κλινική ιατρική. Χιλιάδες εφαρμογές έχουν προτυποποιηθεί και πολλά εμπορικά διαθέσιμα όργανα και αντιδραστήρια έχουν οδηγήσει τη διαδικασία στην  πλήρη αυτοματοποίησή της, με τρόπο που να δίνει καθημερινά λύση σε διαγνωστικά προβλήματα. Η εξέλιξή της το επόμενο χρονικό διάστημα, που ωθείται από την συστηματική ερευνητική εργασία που πραγματοποιείται παγκόσμια, προβλέπεται ακόμη ταχύτερη από αυτή που έχει ήδη σημειωθεί. Όμως η μεθοδολογία, αν και προτυποποιημένη και αυτοματοποιημένη, απέχει ακόμη πολύ από το να αντικαταστήσει άλλες συμβατικές διαγνωστικές διαδικασίες και η επιλογή της χρήσης της θα πρέπει να σέβεται τις δυνατότητες και τους περιορισμούς της. Επίσης, η εξειδίκευση και συνεχής εκπαίδευση του προσωπικού που διενεργεί τα πρωτόκολλα αποτελεί βασικό παράγοντα στη σωστή ολοκλήρωση κάθε μοριακής διαγνωστικής διαδικασίας. Έτσι λοιπόν, αν και τα τελευταία είκοσι χρόνια πολλή προσπάθεια έχει γίνει  για την ενσωμάτωσή της στην καθημερινή εργαστηριακή πρακτική, απαιτείται ακόμη αρκετός δρόμος για να επιτευχθεί πλήρως ο στόχος αυτός. Μέχρι τότε, η εφαρμογή της, στην πλειονότητα των περιπτώσεων, θα είναι συμπληρωματική των υπόλοιπων συμβατικών διαγνωστικών διαδικασιών, τις οποίες δεν μπορεί να αντικαταστήσει προς το παρόν.      
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5.2  ELISA 11,16,24,25,26                                                           
[image: image44.png]



[image: image45.png]



5.2.1.Ιστορία 

   Πριν την ανάπτυξη της EIA / ELISA, η μόνη επιλογή για την διεξαγωγή μιας ανοσολογικής δοκιμής ήταν η ραδιοανοσολογική δοκιμή, μια τεχνική που χρησιμοποιεί αντιγόνα ή αντισώματα με ραδιενεργό σήμανση. Στη ραδιοανοσολογική δοκιμή, η ραδιενέργεια παρέχει το σήμα που δείχνει εάν ένα συγκεκριμένο αντιγόνο ή αντίσωμα υπάρχει στο δείγμα. Για πρώτη φορά η ραδιοανοσολογική δοκιμή περιγράφηκε σε έγγραφο από τους Rosalyn Sussman Yalow και Solomon Berson, που δημοσιεύθηκε το 1960. 

   Λόγου ότι η ραδιενέργεια αποτελεί απειλή για την υγεία, άρχισε η αναζήτηση για μια ασφαλέστερη εναλλακτική λύση. Μια κατάλληλη εναλλακτική λύση για την ραδιοανοσολογική δοκιμή θα αντικαταστήσει το ραδιενεργό σήμα από ένα μη ραδιενεργό σήμα. Όταν τα ένζυμα (όπως η υπεροξειδάση) αντιδρούν με τα κατάλληλα υποστρώματα (όπως ABTS ή 3,3', 5,5'-Τετραμεθυλβενζιδίνη), αυτά προκαλούν αλλαγή στο χρώμα, το οποίο χρησιμοποιείται ως σήμα. Ωστόσο, το σήμα πρέπει να συνδέεται με την παρουσία ενός αντισώματος ή αντιγόνου, γι 'αυτό το ένζυμο θα πρέπει να συνδέεται με ένα κατάλληλο αντίσωμα. Αυτή η διαδικασία σύνδεσης επεξηγήθηκε ανεξάρτητα από τους Στρατή Αβραμέα και G.B. Pierce. Δεδομένου ότι είναι απαραίτητο να αφαιρεθεί κάθε αδέσμευτο αντίσωμα ή αντιγόνο με την πλύση, θα πρέπει το αντίσωμα ή το αντιγόνο να τοποθετηθεί στην επιφάνεια του δοχείου, δηλαδή η ανοσοπροσροφητική ουσία πρέπει να προετοιμαστεί. Το 1966 δόθηκε στη δημοσιότητα από τους Wide και Jerker Porath μια τεχνική για να επιτευχθεί αυτό. 

   Το 1971, οι Peter Perlmann και Eva Engvall στο Πανεπιστήμιο της Στοκχόλμης στη Σουηδία, και οι Anton Schuurs και Bauke van Weemen στις Κάτω Χώρες, δημοσίευσαν ανεξάρτητα εργασίες στις οποίες συνέθεταν αυτή τη γνώση σε μεθόδους για την εφαρμογή της EIA / ELISA. 

5.2.2 Ορισμός της ELISA
   Η ενζυμική δοκιμή ανοσοπροσρόφησης, που ονομάζεται επίσης ELISA, ενζυμο-ανοσολογική δοκιμή ή ΕΙΑ, είναι μια βιοχημική τεχνική που χρησιμοποιείται κυρίως στην ανοσολογία για να ανιχνεύει μέσα σε ένα δείγμα την παρουσία ενός αντισώματος ή ενός αντιγόνου. Η ELISA στην ιατρική και στην φυτοπαθολογία έχει χρησιμοποιηθεί ως διαγνωστικό εργαλείο καθώς επίσης και ως έλεγχος της ποιότητας σε διάφορες βιομηχανίες. Με απλά λόγια, μέσα στην ELISA έχει τοποθετηθεί πάνω σε μια επιφάνεια μια άγνωστη ποσότητα αντιγόνου και στη συνέχεια ένα συγκεκριμένο αντίσωμα επικαλύπτεται πάνω από την επιφάνεια έτσι ώστε να μπορεί να συνδεθεί με το αντιγόνο. Αυτό το αντίσωμα συνδέεται με ένα ένζυμο, και στο τελικό στάδιο προστίθεται μια ουσία έτσι ώστε το ένζυμο να μπορεί να μετατραπεί σε κάποιο ανιχνεύσιμο σήμα. Έτσι, στην περίπτωση της ELISA φθορισμού, όταν πέφτει το φως, ενός κατάλληλου μήκους κύματος, πάνω στο δείγμα τότε  κάθε αντιγόνο/αντίσωμα θα φθορίσει έτσι ώστε η ποσότητα αντιγόνου στο δείγμα μπορεί να εξαχθεί από το μέγεθος του φθορισμού. 

   Η εκτέλεση μιας ELISA περιλαμβάνει τουλάχιστον ένα αντίσωμα με εξειδίκευση για ένα συγκεκριμένο αντιγόνο. Το δείγμα με μια άγνωστη ποσότητα αντιγόνου είναι ακινητοποιημένο σε μια στερεή βάση (συνήθως μικροκυψέλες πολυστυρένιου) είτε μη ειδικά (μέσω προσρόφησης στην επιφάνεια) ή ειδικά (μέσω της σύλληψης από ένα άλλο αντίσωμα εξειδικευμένο για το ίδιο αντιγόνο, σε ένα “σάντουιτς” ELISA). Αφού το αντιγόνο ακινητοποιηθεί προστίθεται το αντίσωμα ανίχνευσης, σχηματίζοντας ένα σύμπλεγμα με το αντιγόνο. Το αντίσωμα ανίχνευσης μπορεί να συνδεθεί ομοιοπολικά με ένα ένζυμο, ή μπορεί το ίδιο να ανιχνευθεί από ένα δευτερογενές αντίσωμα το οποίο συνδέεται με ένα ένζυμο μέσω βιοσύζευξης. Ανάμεσα σε κάθε βήμα η πλάκα συνήθως ‘πλένεται’ με ένα διάλυμα ήπιου απορρυπαντικού έτσι ώστε να αφαιρούνται οποιεσδήποτε πρωτεΐνες ή αντισώματα που δεν είναι συνδεδεμένα. Μετά το τελικό βήμα πλύσης, η πλάκα αναπτύσσεται με την προσθήκη ενός ενζυματικού υποστρώματος για την παραγωγή ενός ορατού σήματος, το οποίο δείχνει την ποσότητα του αντιγόνου στο δείγμα. Οι παλαιότερες ELISA χρησιμοποιούν χρωμογόνα υποστρώματα, ενώ οι νεότερες δοκιμές χρησιμοποιούν φθορίζοντα υποστρώματα που επιτρέπουν πολύ μεγαλύτερη ευαισθησία. 

	Αρχή φόρμας

Τέλος φόρμας
	


         Θετικό ELISA Test                                       Αρνητικό ELISA Test
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                     Εικόνα 5.2.2 Αριστερά θετικό test ELISA, δεξιά αρνητικό test ELISA
5.2.3 Εφαρμογές 
    Επειδή η ELISA μπορεί να πραγματοποιηθεί για να αξιολογήσει είτε την παρουσία του αντιγόνου είτε την παρουσία του αντισώματος μέσα σε ένα δείγμα, είναι ένα χρήσιμο εργαλείο για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης των αντισωμάτων στον ορό (όπως με τη δοκιμή HIV ή του ιού του δυτικού Νείλου). Έχουν βρεθεί επίσης εφαρμογές στη βιομηχανία τροφίμων στην ανίχνευση πιθανών αλλεργιογόνων τροφών όπως είναι το γάλα, τα φιστίκια, τα καρύδια, τα αμύγδαλα, και τα αυγά. Η ELISA μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί στην τοξικολογία για ορισμένες κατηγορίες φαρμάκων ως η ταχύτερη ανίχνευση πιθανότητας. 

    Η ELISA, ή η ενζυμο-ανοσολογική δοκιμή (EIA), ήταν η πρώτη δοκιμή ανίχνευσης που χρησιμοποιήθηκε ευρέως για τον ιό HIV. Έχει υψηλή ευαισθησία. Σε μια ELISA, ο ορός ενός ατόμου είναι αραιωμένος 400 φορές και τοποθετείται σε μια πλάκα στην οποία τα αντιγόνα HIV είναι συνδεδεμένα. Αν τα αντισώματα του ιού HIV είναι παρόντα στον ορό, μπορεί να συνδεθούν με αυτά τα αντιγόνα του ιού HIV. Η πλάκα στη συνέχεια ‘πλένεται’ για να απομακρυνθούν όλα τα άλλα συστατικά του ορού. Ένα ειδικά παρασκευασμένο "δευτερογενές αντίσωμα" - ένα αντίσωμα που συνδέεται σε άλλα αντισώματα - τοποθετείται έπειτα στην πλάκα, ακολουθούμενο από μια άλλη πλύση. Το δευτερογενές αυτό αντίσωμα συνδέεται από πριν χημικά με ένα ένζυμο. Έτσι, η πλάκα θα περιέχει ένζυμο σε αναλογία με την ποσότητα του δευτερογενούς αντισώματος που συνδέεται με την πλάκα. Τοποθετείται ένα υπόστρωμα για το ένζυμο και η κατάλυση από το ένζυμο οδηγεί σε αλλαγή χρώματος ή φθορισμού. Τα αποτελέσματα της ELISA παρουσιάζονται ως ένας αριθμός. Η πιο αμφιλεγόμενη πτυχή αυτής της δοκιμής είναι ο καθορισμός του ‘έσχατου’ σημείου ανάμεσα σε ένα θετικό και ένα αρνητικό αποτέλεσμα.

   Ένα έσχατο σημείο μπορεί να προσδιοριστεί συγκρίνοντάς το με ένα γνωστό πρότυπο. Εάν μια δοκιμή ELISA χρησιμοποιείται για τον έλεγχο των ναρκωτικών στο χώρο εργασίας, η έσχατη συγκέντρωση, 50 ng/mL, για παράδειγμα, κατοχυρώνεται, και θα προετοιμαστεί ένα δείγμα το οποίο περιέχει την τυπική συγκέντρωση της αναλυόμενης ουσίας. Οι άγνωστες συγκεντρώσεις που δημιουργούν ένα σήμα που είναι ισχυρότερο από το γνωστό δείγμα είναι “θετικές”. Εκείνες που δημιουργούν ασθενέστερο σήμα είναι “αρνητικές”. 

5.2.4 Τύποι 

5.2.4.1 Άμεση και Έμμεση

    Η άμεση μέθοδος ανίχνευσης χρησιμοποιεί ένα “επισημασμένο” πρωτογενές αντίσωμα που αντιδρά άμεσα με το αντιγόνο. Η άμεση ανίχνευση μπορεί να γίνει με το αντιγόνο που άμεσα ακινητοποιείται στην πλάκα δοκιμής ή με τη μορφή δοκιμής σύλληψης. Η άμεση ανίχνευση δεν χρησιμοποιείται ευρέως στην ELISA, αλλά είναι αρκετά κοινή για ανοσοϊστοχημική χρώση των ιστών και των κυττάρων.

    Η έμμεση μέθοδος ανίχνευσης χρησιμοποιεί ένα “επισημασμένο” δευτερογενές αντίσωμα για την ανίχνευση και είναι ο πιο δημοφιλής τύπος για την ELISA. Το δευτερογενές αντίσωμα έχει εξειδίκευση και για το πρωτογενές αντίσωμα. Σε μία ‘σάντουιτς’ ELISA, είναι σημαντικό το δευτερογενές αντίσωμα να είναι εξειδικευμένο μόνο για την ανίχνευση του πρωτογενούς αντισώματος (και όχι του αντισώματος σύλληψης) ή η δοκιμή δεν θα είναι εξειδικευμένη για το αντιγόνο. Σε γενικές γραμμές, αυτό επιτυγχάνεται με τη χρήση πρόσδεσης και πρωτογενών αντισωμάτων από διαφορετικά είδη ξενιστών (π.χ., IgG ποντικού και IgG κουνελιού, αντίστοιχα). Για τις δοκιμές ‘σάντουιτς’, είναι χρήσιμο να χρησιμοποιείτε δευτερογενή αντισώματα που είναι διασταυρούμενα προσροφημένα για να απομακρύνετε οποιαδήποτε αντισώματα που έχουν συγγένεια με το αντίσωμα σύλληψης.
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	Σύγκριση των άμεσων και έμμεσων μεθόδων ανίχνευσης ELISA

	Άμεση ανίχνευση
	Πλεονεκτήματα

	· Ταχύτερη επειδή χρησιμοποιούνται μόνο ένα αντίσωμα και λιγότερα βήματα. 
· Εξαλείφεται η διασταυρούμενη αντιδραστικότητα του δευτερογενούς αντισώματος.

	
	Μειονεκτήματα
	· Η ανοσοαντιδραστικότητα του πρωτογενούς αντισώματος μπορεί να είναι δυσμενώς επηρεασμένη από τη σήμανση με ένζυμα ή σήματα.

· Η σήμανση των πρωτογενών αντισωμάτων για κάθε ειδικό σύστημα ELISA είναι χρονοβόρα και ακριβή. 

· Καμία ευελιξία στην επιλογή της σήμανσης του πρωτογενούς αντισώματος από το ένα πείραμα στο άλλο. 

· Ελάχιστη αύξηση του σήματος.

	Έμμεση ανίχνευση
	Πλεονεκτήματα
	· Είναι εμπορικά διαθέσιμη μια ευρεία ποικιλία “επισημασμένων” δευτερογενών αντισωμάτων. 

· Ευέλικτη, επειδή τα πρωτογενή αντισώματα μπορούν να γίνουν σε ένα είδος και τα ίδια “επισημασμένα” δευτερογενή αντισώματα μπορούν να χρησιμοποιηθούν για ανίχνευση.

· Διατηρείται η μέγιστη ανοσοαντιδραστικότητα του πρωτογενούς αντισώματος επειδή δεν είναι “επισημασμένο”. 

· Η ευαισθησία είναι αυξημένη επειδή κάθε πρωτογενές αντίσωμα περιέχει διάφορους αντιγονικούς καθοριστές οι οποίοι μπορούν να συνδεθούν από το “επισημασμένο” δευτερογενούς αντίσωμα, επιτρέποντας την αύξηση του σήματος. 

· Οι διαφορετικοί δείκτες απεικόνισης μπορούν να χρησιμοποιηθούν με το ίδιο πρωτογενές αντίσωμα.

	
	Μειονεκτήματα
	· Μπορεί να εμφανιστεί 

	
	
	· διασταυρούμενη αντιδραστικότητα με το δευτερογενές αντίσωμα, με αποτέλεσμα ένα μη προσδιορισμένο σήμα.

· Στη διαδικασία απαιτείται ένα βήμα πρόσθετης επώασης.


5.2.4.2 “SANDWICH” ELISA 




Εικόνα 5.2.4.2 “Sandwich ” ELISA. (1) Η πλάκα είναι επικαλυμμένη με ένα αντίσωμα σύλληψης, (2) προστίθεται το δείγμα, καθώς και οποιοδήποτε αντιγόνο παρουσιάζει συνδέσμους με το αντίσωμα σύλληψης, (3) προστίθεται το αντίσωμα ανίχνευσης και ενώνεται με το αντιγόνο, (4) προστίθεται ένα δευτερογενές ενζυμικό αντίσωμα και συνδέεται με το αντίσωμα σύλληψης, (5) προστίθεται το υπόστρωμα, και μετατρέπεται από ένζυμο σε ανιχνεύσιμη μορφή. 


              Μια λιγότερο κοινή παραλλαγή αυτής της τεχνικής, που ονομάζεται “sandwich” ELISA, χρησιμοποιείται για την ανίχνευση του αντιγόνου του δείγματος. Τα βήματα είναι τα εξής: 
1. Προετοιμάστε μια επιφάνεια στην οποία μια γνωστή ποσότητα αντισώματος σύλληψης δεσμεύεται. 

2. Αποκλείστε κάθε μη ειδικές θέσεις πρόσδεσης στην επιφάνεια. 

3. Τοποθετήστε το δείγμα που περιέχει αντιγόνο στην πλάκα. 

4. Πλύνετε την πλάκα, έτσι ώστε το μη δεσμευμένο αντιγόνο να αφαιρεθεί. 

5. Τοποθετήστε πρωτογενή αντισώματα που συνδέονται ειδικά με το αντιγόνο.

6. Τοποθετήστε δευτερεύοντα ενζυμικά αντισώματα τα οποία είναι ειδικά για τα πρωτογενή αντισώματα. 


7. Πλύνετε την πλάκα, ώστε να αφαιρεθούν τα μη δεσμευμένα αντισώματα συζυγή με ένζυμα. 

8. Τοποθετήστε μια χημική ουσία, η οποία μετατρέπεται από το ένζυμο σε χρώμα ή σήμα φθορισμού ή ηλεκτροχημικό σήμα. 

9. Μετρήστε το σήμα απορροφητικότητας ή φθορισμού ή το ηλεκτροχημικό σήμα (π.χ. ρεύμα) από τις πηγές της πλάκας για να προσδιορίσετε την παρουσία και τη ποσότητα των αντιγόνων. 

    Η χρήση του συζευγμένου δευτερογενούς αντισώματος αποφεύγει τη δαπανηρή διαδικασία δημιουργίας ενζυμικών αντισωμάτων για κάθε αντιγόνο που θα μπορούσε κανείς να θέλει να εντοπίσει. Με τη χρήση ενός ενζυμικού αντισώματος που δεσμεύει τη περιοχή Fc άλλων αντισωμάτων, αυτό το ίδιο ενζυμικό αντίσωμα μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε μια ποικιλία περιπτώσεων. Χωρίς το πρώτο στρώμα του αντισώματος σύλληψης, οποιεσδήποτε πρωτεΐνες στο δείγμα (συμπεριλαμβανομένων και των πρωτεϊνών ορού) μπορούν ανταγωνιστικά να προσροφούνται στην επιφάνεια της πλάκας, μειώνοντας την ποσότητα των ακινητοποιημένων αντιγόνων.


5.2.4.3 Ανταγωνιστική ELISA

    Μια τρίτη χρήση ELISA είναι μέσω της ανταγωνιστικής δέσμευσης. Τα βήματα για αυτήν την ELISA είναι κάπως διαφορετικά από τα δύο πρώτα παραδείγματα:

1. Μη επισημασμένο αντίσωμα επωάζεται με την παρουσία του αντιγόνου του. 

2. Αυτά τα δεσμευμένα συμπλέγματα αντισώματος/αντιγόνου, στη συνέχεια, προστίθεται σε μια πηγή επιστρωμένη με αντιγόνο. 

3. Η πλάκα πλένεται, έτσι ώστε το μη δεσμευμένο αντίσωμα να αφαιρεθεί. (Όσο πιο πολύ αντιγόνο υπάρχει στο δείγμα, τόσο λιγότερο αντίσωμα θα είναι σε θέση να ενωθεί με το αντιγόνο στην πηγή, εξ ου και ο «ανταγωνισμός».) 

4. Προστίθεται το δευτερογενές αντίσωμα, εξειδικευμένο για το πρωτογενές αντίσωμα. Αυτό το δεύτερο αντίσωμα συνδέεται με το ένζυμο. 

5. Το υπόστρωμα προστίθεται, και τα υπόλοιπα ένζυμα προκαλούν χρωμογόνο ή  φθοριούχο σήμα. 

    Για την ανταγωνιστική ELISA, όσο υψηλότερη είναι η αρχική συγκέντρωση του αντιγόνου, τόσο ασθενέστερο είναι το ενδεχόμενο σήμα. Το σημαντικότερο πλεονέκτημα μιας ανταγωνιστικής ELISA είναι η ικανότητα χρήσης ακατέργαστων ή νοθευμένων δειγμάτων και εξακολουθεί επιλεκτικά να δεσμεύει κάθε αντιγόνο που μπορεί να υπάρχει.

    (Σημειώστε ότι ορισμένα κιτ ανταγωνιστικής ELISA περιλαμβάνουν ενζυμικό αντιγόνο παρά ενζυμικό αντίσωμα. Το επισημασμένο αντιγόνο ανταγωνίζεται για τις θέσεις σύνδεσης του πρωτογενούς αντισώματος με το αντιγόνο δείγμα σας (μη επισημασμένο). Όσο περισσότερο αντιγόνο υπάρχει στο δείγμα, τόσο λιγότερο επισημασμένο αντιγόνο διατηρείται στην πηγή και ασθενέστερο το σήμα).


5.2.4.4 Πολλαπλές και φορητές μέθοδοι ELISA (M&P ELISA) (Αντίστροφη μέθοδος ELISA σε δημοσιευμένες μελέτες)
    Μια νέα τεχνική (ΕP 1 499 894 Β1 στον πίνακα ανακοινώσεων  EPO 25.02.209 N. 2009/09, USPTO 7510687 στον πίνακα ανακοινώσεων USPTO 31.03.2009, ZL 03810029.0 στον πίνακα ανακοινώσεων SIPO PRC 08/04/2009) χρησιμοποιεί μια ενιαία φάση που αποτελείται από μια ανοσοπροσροφητική ράβδο πολυστερίνης με 4-12 προεξέχουσες ψαλιδωτές αψίδες. Ολόκληρη η συσκευή είναι εμβαπτισμένη σε ένα δοκιμαστικό σωλήνα που περιέχει το δείγμα που συλλέχθηκε και τα επόμενα βήματα (πλύσιμο, επώαση σε σύζευξη και επώαση σε χρωμογένεση) πραγματοποιούνται  με εμβύθιση των ψαλιδωτών αψίδων σε μικροσκοπικά φρεάτια των μικροσκοπικών ελασμάτων που έχουν γεμίσει εκ των προτέρων με αντιδραστήρια.
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5.2.5 ΤΑ ΠΛΕΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ ΤΗΣ ELISA
            1. Ευαίσθητη, με δυνατότητες ανίχνευσης πολύ μικρών ποσοτήτων (συνήθως 1-10ng /ml) αντιγόνου (ιού).
2. Γρήγορη. Τα αποτελέσματα είναι συνήθως διαθέσιμα μέσα σε 6-24       ώρες.

3. Δυνατότητα εφαρμογής σε μεγάλο αριθμό δειγμάτων.

4. Εξειδίκευση, για τη διαφοροποίηση οροτύπων ενός ιού.

5. Μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση "τεμαχισμένων" αλλά και  άθικτων ιοσωματίων.

6. Δυνατότητα ποσοτικού προσδιορισμού του αντιγόνου (ιού).

7. Δυνατότητα αυτοματοποίησης και παραγωγής kit (αυτόματο πλύσιμο των μικροπλακών, ταυτόχρονη διανομή των αντιδραστηρίων σε όλα τα φρεάτια, κ.λ.π.)

8. Χαμηλό κόστος και διατήρηση των αντιδραστηρίων για μεγάλο χρονικό διάστημα.

9. Δεν απαιτείται ακριβός εργαστηριακός εξοπλισμός (το πιο ακριβό όργανο είναι το φωτόμετρο).

10. Χρήση μικρών ποσοτήτων αντισωμάτων και αντιορού.
  Αυτά τα πλεονεκτήματα είναι που έχουν συμβάλει στην ευρύτατη αποδοχή της και χρήση από όλα τα ιολογικά εργαστήρια.
5.3  ΔΟΚΙΜΕΣ ΟΡΟΣΥΓΓΟΛΛΗΣΗΣ ΜΕ LATEX 12,14,27

  


                  Οι  δοκιμές οροσυγκόλλησης σωματιδίων latex βρισκόταν σε χρήση από το 1956 για να ανιχνεύουν ένα ευρύ φάσμα αναλυόμενων ουσιών στα κλινικά εργαστήρια. Όταν χρησιμοποιούνται  φασματόμετρα και νεφελόμετρα στη θέση του ανθρώπινου ματιού για την ανίχνευση συγκόλλησης, είναι δυνατόν να μετρηθούν ποσοτικά και να αναπτύξουν ευαίσθητα ανοσολογικά σωματίδια. Τα σωματίδια latex είναι δυνατόν να κατασκευαστούν από διαφορετικά οργανικά υλικά στην επιθυμητή διάμετρο, και μπορούν να λειτουργήσουν με χημικές ομάδες για να διευκολύνουν την προσκόλληση των μορίων.    Οι πρωτεΐνες και άλλα μόρια μπορούν να είναι παθητικά προσροφημένες στα σωματίδια latex ή ομοιοπολικά σε συνδυασμό με λειτουργικές ομάδες. Μερικές αυτοματοποιημένες δοκιμές οροσυγκόλλησης  σωματιδίων latex έχουν ευαισθησίες σε μερικά πικογραμμάρια  (10-12 g)  της αναλυόμενης ουσίας.


5.3.1ΕΙΣΑΓΩΓΗ 


   Οι δοκιμές οροσυγκόλλησης σωματιδίων latex είναι πολύ δημοφιλείς στα κλινικά εργαστήρια. Οι δοκιμές αυτές έχουν ήδη εφαρμοστεί για την ανίχνευση πάνω από 100 μολυσματικών ασθενειών, και πολλές άλλες εφαρμογές είναι διαθέσιμες σήμερα. Η πρώτη περιγραφή μιας δοκιμής που βασίζεται στη οροσυγκόλληση σωματιδίων latex ήταν η δοκιμή του Ρευματοειδή Παράγοντα την οποία υπέδειξαν οι  Singer και Plotz το 1956. Από τότε, οι δοκιμές για την ανίχνευση μικροβιακών και ιογενών λοιμώξεων, αυτοάνοσων ασθενειών, ορμονών, φαρμάκων και πρωτεϊνών ορού έχουν αναπτυχθεί και διατίθενται στο εμπόριο από πολλές εταιρείες σε όλο τον κόσμο. Νέες εφαρμογές και τεχνολογίες σωματιδίων latex εξακολουθούν να σχεδιάζονται και να εφαρμόζονται σε νέες αναλυόμενες ουσίες.

    Στις διαδικασίες οροσυγκόλλησης με σωματίδια latex, ένα αντίσωμα (ή αντιγόνο) επικαλύπτει την επιφάνεια των σωματιδίων latex (ευαισθητοποιημένα latex).  Όταν ένα δείγμα που περιέχει το συγκεκριμένο αντιγόνο (ή αντίσωμα) αναμιγνύεται με τα ευαισθητοποιημένα γαλακτόχρωμα σωματίδια latex,   προκαλείται εμφανής συγκόλληση (Σχήμα 5.3.1.1).  Ο βαθμός της συγκόλλησης που χαράχθηκε ως μια λειτουργία της συγκολλητικής συγκέντρωσης διαγράφει μία καμπύλη σχήματος καμπάνας, παρόμοιας της ιζηματογενούς καμπύλης. Τα σωματίδια latex χρησιμοποιούνται για τη μεγέθυνση του συμπλέγματος αντιγόνων - αντισωμάτων.

   Πολλές από τις δοκιμές οροσυγκόλλησης με σωματίδια latex που αναπτύσσονται γίνονται με το χέρι και η συγκόλληση ανιχνεύεται με οπτική παρατήρηση. Παρά το γεγονός ότι είναι σχετικά χρήσιμες στο εργαστήριο και φθηνές λόγω της απουσίας των αναγκών εξοπλισμού, αυτές οι χειροκίνητες δοκιμές έχουν έλλειψη συνέπειας στην ανάγνωση του καταληκτικού σημείου. Έχει υποδειχθεί ότι πρέπει να υπάρξουν περίπου 100 θρόμβοι για τον προσδιορισμό συγκόλλησης, και ότι οι θρόμβοι αυτοί πρέπει να είναι της τάξης των 50 μm στο μέγεθος ώστε να μπορεί να τους δει κάποιος με γυμνό μάτι. Δεδομένου ότι σε αυτές τις δοκιμές το σύνηθες μέγεθος για το latex είναι 0,8 μm, για να κάνουν μία ορατή συσσώρευση θα χρειαστούν περίπου 105 σωματίδια latex, και για να προσδιοριστεί εάν υπάρχει συγκόλληση σε μια δεδομένη δοκιμή θα χρειαστούν περίπου 107 σωματίδια. Με βάση τους υπολογισμούς αυτούς και με την παραδοχή ότι χρειάζονται περίπου 10 σύνδεσμοι ανά σωματίδιο για να τα κρατάει μαζί, ο Bangs έχει αξιολογήσει ότι η ευαισθησία των εν λόγω χειροκίνητων δοκιμών πρέπει να είναι της τάξης των πικογραμμαρίων.

   Τα τελευταία χρόνια αρκετές νέες προσεγγίσεις ανίχνευσης σωματιδίων latex οροσυγκόλλησης έχουν περιγραφεί με τη χρήση φασματόμετρων και νεφελόμετρων, στη θέση του ανθρώπινου ματιού, τα οποία μετρούν το φως που απορροφάται ή διαχέεται.  Μερικές εταιρίες έχουν κατασκευάσει μετρητές σωματιδίων ικανούς να εντοπίσουν πολύ μικρούς θρόμβους. Επίσης, η γωνιακή ανισοτροπία ή ημιελαστική σκέδαση φωτός έχουν εφαρμοστεί σε δοκιμές οροσυγκόλλησης σωματιδίων latex. Στον πίνακα 1 φαίνεται μια πιθανή κατηγοριοποίηση των βασικών αρχών που χρησιμοποιήθηκαν για τον εντοπισμό οροσυγκόλλησης σωματιδίων latex.

    Οποιαδήποτε από αυτές τις νέες προσεγγίσεις επιτρέπει να αυξηθεί η ευαισθησία και να βελτιωθεί η τυποποίηση, και μπορούν να αυτοματοποιηθούν οι διαδικασίες που εμπλέκονται.

 
ΠΙΝΑΚΑΣ 1. Αρχές που χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση οροσυγκόλλησης σωματιδίων latex
· Οπτική

· Θολερομετρία

· Νεφελομετρία

· Καταμέτρηση σωματιδίων

· Γωνιακή ανισοτροπία

· Ημιελαστική σκέδαση φωτός
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Εικόνα 5.3.1.1. Διάγραμμα συγκόλλησης των σωματιδίων latex επικαλυπτόμενων με αντίσωμα από ένα αντιγόνο (επάνω) και της συγκόλλησης των σωματιδίων latex επικαλυπτόμενων με αντιγόνο από ένα αντίσωμα (κάτω).
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Εικόνα 5.3.1.2. Διάγραμμα ενός σωματιδίου latex από πολυστυρένιο. Οι αλυσίδες με τα μαύρα σφαιρίδια αντιπροσωπεύουν το πολυστυρένιο με ελεύθερες ρίζες θειικού (σκιασμένα σφαιρίδια). Τα λευκά σφαιρίδια αντιπροσωπεύουν την ομάδα του σουλφονικού οξέος της επιφανειοδραστικής ουσίας. Η ουρά αντιπροσωπεύει το άκρο των υδρογονανθράκων της επιφανειοδραστικής ουσίας.

5.3.2 ΤΑ ΣΩΜΑΤΙΔΙΑ LATEX
   Τα σωματίδια latex συνήθως παρασκευάζονται με πολυμερισμό γαλακτώματος. Το στυρένιο αναμειγνύεται σε διάλυμα επιφανειοδραστικής ουσίας (θειικό δωδεκύλιο νάτριο), με αποτέλεσμα την γαλακτωματοποίηση σε δισεκατομμύρια μικύλλια, εξαιρετικά ομοιόμορφα σε διάμετρο. Στη συνέχεια, προστίθεται ένας υδατοδιαλυτός εκκινητής του πολυμερισμού, όπως είναι το υπερθειικό κάλιο. Όταν ο πολυμερισμός τελειώσει, οι αλυσίδες πολυστυρενίου τοποθετούνται μέσα στα μικύλλια μαζί με μέρος των υδρογονανθράκων στο κέντρο και τα τελικά ιόντα θειικού πάνω στην επιφάνεια της σφαίρας, εκτίθενται στη φάση του νερού (Σχήμα 5.3.1.2). Οι άλλοι υδρογονάνθρακες και τα παράγωγά τους έχουν επίσης χρησιμοποιηθεί για την παραγωγή των λεγόμενων “ενιαίων σωματιδίων latex”, όπως : στυρένιο τολουένιο βινύλιο, τολουένιο πολυβινυλίου, στυρένιο-διβινυλοβενζόλιο, πολυμεθακρυλικό μεθύλιο, κλπ. Ο όρος latex χρησιμοποιείται επειδή η διαδικασία εξελίχθηκε από την παραγωγή συνθετικών ελαστικών και το γαλάκτωμα έχει μια γαλακτώδη όψη.

   Τα σωματίδια latex μπορούν να κατασκευαστούν σε μια επιθυμητή διάμετρο με την τροποποίηση των υδρογονανθράκων, της επιφανειοδραστικής ουσίας, του εκκινητή και της διαδικασίας της προετοιμασίας. Τα latex διατίθενται σε μέγεθος σωματιδίου που κυμαίνεται από 0,05 μm σε 2 μm από διαφορετικούς κατασκευαστές.

   Τα σωματίδια latex έχουν έμφυτο αρνητικό φορτίο επιφάνειας που παρέχεται από ομάδες θειικού άλατος και σουλφονικού άλατος. Τα σωματίδια μπορούν επίσης να υποστούν επεξεργασία στην επιφάνεια για να διευκολύνουν την σύνδεση της αναλυόμενης ουσίας και να αυξήσουν την σταθερότητα του δεσμού. Οι λειτουργικοί χειρισμοί περιλαμβάνουν την καρβοξυλίωση, αμίδωση, αμίνωση, υδροξυλίωση και ακόμη και μαγνήτιση. Τα latex διατίθενται επίσης σε μια ποικιλία χρωμάτων για να διευκολύνεται η οπτική ανάγνωση.
  
5.3.2.1 ΕΠΙΣΤΡΩΣΗ ΤΩΝ                              ΣΩΜΑΤΙΔΙΩΝ  LATEX
   Η  απλούστερη μέθοδος της  προσάρτησης πρωτεϊνών στα σωματίδια είναι με την παθητική προσρόφηση. Το latex και οι πρωτεΐνες αναμιγνύονται με κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα, που επιτρέπει να φτάσουν σε ισορροπία και να γίνουν πλύσεις αρκετές φορές μέχρι το latex να κριθεί ότι είναι ελεύθερο  από υπολείμματα μη απορροφητικής πρωτεΐνης. Το κύριο πρόβλημα της παθητικής προσρόφησης είναι ότι οι πρωτεΐνες σταδιακά απορροφούνται από τα σωματίδια, αλλοιώνοντας τα χαρακτηριστικά συγκόλλησης των ευαισθητοποιημένων latex κατά την πάροδο του χρόνου. Επίσης, μερικά μόρια δεν έχουν προσροφηθεί από τα σωματίδια latex ή έχουν απορροφηθεί κατά τέτοιο τρόπο ώστε η θέση δεσμού να είναι δυσπρόσιτη.

   Τα προβλήματα αυτά γενικά ξεπερνιούνται με την ομοιοπολική ζεύξη του μορίου στην επιφάνεια του σωματιδίου. Έχουν υπάρξει διάφορες μέθοδοι για την ομοιοπολική σύνδεση των πρωτεϊνών και άλλων μορίων σε σωματίδια μέσω λειτουργικών ομάδων στην επιφάνεια των σωματιδίων. Επιπλέον, κάποιες εταιρείες προσφέρουν ένα ευρύ φάσμα σωματιδίων latex με διαφορετικές λειτουργικές ομάδες όπως: καρβοξυλάση, αμινοξέα, χλωρομεθύλιο, αλδεϋδική, εποξειδικά, υδροξυλάση, αμίδιο, κλπ. Συχνά είναι απαραίτητο να χρησιμοποιήσετε ένα δυσλειτουργικό αντιδραστήριο, όπως γλουταραλδεΰδη, καρβοδιιμίδες και άλλα, και ίσως είναι χρήσιμο να τεθεί μια μικρή αλυσίδα υδρογονανθράκων (διαχωριστικό), η οποία παρέχει μια ευέλικτη διασύνδεση των συνδεόμενων (μορίων) στην επιφάνεια.
   Σε κάθε διαδικασία επικάλυψης πρέπει να λαμβάνονται υπόψη ορισμένες σημαντικές υποδείξεις:

1. Το συνδεόμενο μόριο πρέπει να είναι όσο το δυνατόν καθαρό. Οι προσμείξεις μειώνουν τόσο την ευαισθησία όσο και την εξειδίκευση της δοκιμής. 

2. Το ποσό των συνδεόμενων μορίων που προσκολλήθηκαν στην επιφάνεια των σωματιδίων θα πρέπει να ελέγχονται προσεκτικά. Η συγκόλληση μπορεί να μειωθεί εάν τα σωματίδια δεν περιέχουν αρκετά συνδεόμενα μόρια ή εάν περιέχουν πάρα πολλά. 

3. Τα ελεύθερα από χημικό δεσμό συνδεόμενα μόρια πρέπει να αφαιρεθούν προσεκτικά μετά την επίστρωση. Κάθε υδάτινο συνδεόμενο μόριο θα τροποποιήσει την ευαισθησία της δοκιμής. 

4.  Μόλις τα σωματίδια επικαλυφθούν με ένα μόριο, η χημεία της επιφάνειάς τους είναι διαφορετική ανάλογα με το προσκολλημένο μόριο και η σταθερότητά τους μπορεί να αλλάξει. 


5.3.3  ΑΥΤΟΜΑΤΟΠΟΙΗΜΕΝΗ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΟΡΟΣΥΓΚΟΛΛΗΣΗΣ  ΣΩΜΑΤΙΔΙΩΝ LATEX
5.3.3.1 Ημιελαστική σκέδαση φωτός (QELS)
   Αυτή η τεχνική ανίχνευσης ονομάζεται και “φασματοσκοπία συσχέτισης φωτονίων”, “ανάλυση με laser Doppler” ή “δυναμική σκέδαση φωτός”.  Βασίζεται στο γεγονός ότι η ένταση του φωτός που διαχέεται από εναιώρημα latex, όταν φωτίζεται με πηγή συνεχόμενου φωτισμού (πχ. Laser) , μεταβάλλεται με το χρόνο, ανάλογα με την βραούνειο κίνηση και επομένως και με το μέσο συντελεστή διάχυσης, ο οποίος μπορεί να σχετίζεται με το μέγεθος των σωματιδίων.
    Η τεχνική αυτή  ήταν η πρώτη που εφαρμόστηκε από τους Cohen και Benedek το 1974 σε μια ανοσολογική latex για την ανίχνευση της λευκωματίνης του αντιβοοειδούς ορού. Οι συγγραφείς υποστήριξαν μια ευαισθησία της τάξεως του 10 ng/mL.

    Τα κύρια μειονεκτήματα αυτής της τεχνολογίας είναι ο απαιτούμενος εξεζητημένος τεχνολογικός εξοπλισμός, η εξαιρετικά λεπτή οπτική ευθυγράμμιση, και ο απαιτούμενος χρόνος για κάθε μέτρηση. Επιπλέον, τα όργανα αυτά είναι πολύ ευαίσθητα στις δονήσεις και στον θόρυβο.


5.3.3.2 Ανοσοδιάγνωση καταμέτρησης σωματιδίων (PACIA)
    Αυτή η τεχνική είναι η μοναδική που μετρά μεμονωμένα σωματίδια latex χρησιμοποιώντας την κυψελίδα ροής. Καθώς αυξάνεται η συγκέντρωση οροσυγκόλλησης, τα σωματίδια latex συσσωρεύονται και μειώνεται ο αριθμός των ξεχωριστών μονομερών. Ο αριθμός των μονομερών μπορεί να συσχετιστεί με τη συγκέντρωση της αναλυόμενης ουσίας που πρόκειται να προσδιοριστεί. Τα όρια ανίχνευσης αυτής της τεχνικής είναι παραπλήσια με αυτά της ραδιοανοσοδιάγνωσης (RIA).
   Τα αυτοματοποιημένα εξαρτήματα που βασίζονται σε αυτή την τεχνολογία έχουν προωθηθεί από τις εταιρίες Acade Diagnostic System  (Βέλγιο) και Sysmex  (Ιαπωνία).

5.3.3.3  Γωνιακή ανισοτροπία
    Η γωνιακή ανισοτροπία είναι μια τεχνική στην οποία μετριέται η αναλογία της έντασης του διαχεόμενου φωτός από δύο διαφορετικές γωνίες  (Σχήμα 5.3.3.3). Η αναλογία ανισοτροπίας αντικατοπτρίζει την αύξηση στην εμπρόσθια διάχυση και την μείωση στην οπίσθια διάχυση που προκαλείται από οροσυγκόλληση με σωματίδια latex.

    Η μέθοδος αυτή περιγράφηκε για πρώτη φορά από μια ομάδα επιστημόνων με επί κεφαλής τον Von Schulthess και εφαρμόστηκε στην ανίχνευση της ανθρώπινης χοριακής γοναδοτροπίνης (hCG). Τα σωματίδια latex που είναι επικαλυμμένα με hCG, συσσωρεύονται με την παρουσία του αντιορού και της αυξημένης εμπρόσθιας διάχυσης ενώ ήταν σχεδόν σταθερή ή ακόμη μειώθηκε σε γωνίες άνω των 50°. Οι συγγραφείς επέλεξαν την αναλογία μεταξύ 10° και 90° για να μεγιστοποιήσουν την ευαισθησία και να παραλείψουν τις διακυμάνσεις της πηγής του φωτός. Η Μέθοδος Αναστολής Οροσυγκόλλησης Σωματιδίων Latex  έδειξε ένα χαμηλό όριο ανίχνευσης της τάξης των 2 IU HCG/L.

 








Εικόνα 5.3.3.3. Η γωνιακή ανισοτροπία μετρά το διάχυτο φως σε δύο διαφορετικές γωνίες. Η νεφελομετρία μέτρα το διάχυτο φως σε μία μόνο γωνία. Η θολερομετρία  μέτρα την μείωση του μεταδιδόμενου φωτός.

5.3.3.4 Νεφελομετρία
    Η νεφελομετρία αναφέρεται στη μέτρηση του διαχεόμενος φωτός σε μια γωνία από το προσπίπτων σωματίδιο. Τα διαθέσιμα όργανα μετρούν συνήθως το διάχυτο φως σε γωνία 90°. Το μέγεθος των σωματιδίων latex που χρησιμοποιούνται συνήθως δεν είναι πολύ διαφορετικό από το μήκος κύματος του φωτός που προσπίπτει, συνήθως μονοχρωματικό και κυμαινόμενο από 200 έως 800 nm. Όταν τα σωματίδια συγκολλούνται, το μέγεθος της συσσώρευσης είναι μεγαλύτερο από το μήκος κύματος και το φως διαχέεται κατά προτίμηση με κατεύθυνση προς τα εμπρός, όπως έγινε αναφορά στην προηγούμενη παράγραφο. Αυτός είναι ο λόγος γιατί οι 90° δεν είναι η καλύτερη επιλογή, και γιατί τα συνηθισμένα νεφελόμετρα δεν είναι κατάλληλα για δοκιμές συγκόλλησης latex.
   Ορισμένα νεφελόμετρα έχουν σχεδιαστεί ειδικά για να λειτουργούν με latex συγκόλληση και αντιδράσεις ανοσοκαθίζησης. Ένα καλό παράδειγμα είναι το Αναλυτής Νεφελομέτρου Behring με τα εξής κύρια χαρακτηριστικά:

· Η πηγή φωτός είναι μια κόκκινη δίοδος. Μήκος κύματος είναι 850 nm. 

· Ο ανιχνευτής είναι μια φωτοδίοδος που μετρά το διάχυτο φως με κατεύθυνση προς τα εμπρός σε μικρές γωνίες (13° - 24°).

· Κατασκευασμένο στον υπολογιστή ώστε να μπορεί να αποθηκεύσει τις καμπύλες και να επεξεργαστεί και να μετατρέψει το διάχυτο φως σε συγκέντρωση της αναλυόμενης ουσίας.

· Για ορισμένα συστήματα μέτρησης το όριο ανίχνευσης είναι χαμηλό της τάξεως των 10 ng/mL.


5.3.3.5 Θολερομετρία
   Αυτή η μέθοδος μετρά τη μείωση της έντασης του μεταδιδόμενου φωτός καθώς συσσωρεύονται τα σωματίδια latex. Το μεγάλο πλεονέκτημα αυτού του συστήματος είναι ότι οι μετρήσεις μπορούν να γίνονται σε συνηθισμένα φασματοφωτόμετρα. Σήμερα, τα κλινικά εργαστήρια χρησιμοποιούν πλήρως αυτοματοποιημένα φασματοφωτόμετρα που δεν μετρούν μόνο αυτόματα το μεταδιδόμενο φως σε μια καθορισμένη ώρα, αλλά επίσης αραιώνουν, πιπεττάρουν και μεταφέρουν σε κυψελίδα τους επιθυμητούς όγκους των ρυθμιστικών αντιδραστηρίων και των δειγμάτων, επωάζονται σε προγραμματισμένη θερμοκρασία και κάνουν τους απαραίτητους υπολογισμούς χρησιμοποιώντας τους επιλεγμένους αλγόριθμους και τις καμπύλες βαθμονόμησης. Τέλος, εκτυπώνουν τα αποτελέσματα σε κατάλληλες μονάδες ή μεταφέρουν τα δεδομένα σε υπολογιστές. Η δυνατότητα του να εκτελείς δοκιμές οροσυγκόλλησης με latex σε αυτούς τους αυτόματους αναλυτές επιτρέπει να επεξεργαζόμαστε εκατοντάδες δείγματα σε σύντομο χρονικό διάστημα χωρίς να επενδύουμε σε νέα όργανα ή προσωπικό.


 
5.3.4 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

    Παρά το γεγονός ότι από το 1956, τα σωματίδια latex έχουν χρησιμοποιηθεί για να ενισχύουν την αντίδραση αντιγόνου-αντισώματος σε χειροκίνητες δοκιμές, δεν ήταν μέχρι πρόσφατα, όταν η τεχνολογία του latex άρχισε να εφαρμόζεται σε άλλες μεθοδολογίες. Τα νέα συστήματα ανάλυσης που περιλαμβάνουν όργανα για να ανιχνεύσουν οπτικά τη συγκόλληση, μετατρέπουν την τεχνολογία οροσυγκόλλησης με latex σε μια ιδιαίτερα αξιόπιστη, πιο ευαίσθητη και ποσοτική αυτόματη ανοσοαντίδραση.
    Σήμερα, οι νέες τεχνικές ανάλυσης που χρησιμοποιούν σωματίδια latex συνεχίζουν να έρχονται, όπως οι Χρωματογραφικές Δοκιμαστικές Ταινίες ή οι δοκιμές Δέσμευσης Σωματιδίου με Μεμβράνη. Επιπλέον, οι ανιχνευτές γονιδίων θα μπορούσαν επίσης να αναπτυχθούν με σωματίδια latex.

5.4  ΜΟΝΟΚΛΩΝΙΚΑ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ 1,13,17
     Ο ανθρώπινος οργανισμός, όταν εκτεθεί σε μια ξένη προς αυτόν ουσία - αντιγόνο αμύνεται θέτοντας σε λειτουργία τους μηχανισμούς της χημικής και της κυτταρικής ανοσίας. Ο πρώτος συνίσταται στην παραγωγή αντισωμάτων από Β-λεμφοκύτταρα, ενώ ο δεύτερος αφορά τη δημιουργία ευαισθητοποιημένων λεμφοκυττάρων(από Τ-λεμφοκύτταρα), τα οποία συγκρατούν τα αντισώματα που παράγουν στην επιφάνειά τους. Η συντονισμένη δράση των δύο μηχανισμών καλείται ανοσοβιολογική απόκριση (ανοσοαπάντηση).

                                                                                                                                             


    Τα αντισώματα, ή ανοσοσφαιρίνες, είναι πρωτεΐνες του πλάσματος του αίματος, ανήκουν στις γ- σφαιρίνες και, ανάλογα με το μοριακό τους βάρος και την περιεκτικότητά τους σε υδατάνθρακες, χωρίζονται σε 5 τάξεις (lgG, lgA, lgD, lgE, lgM). Έχουν σχήμα  Υ και αποτελούνται από 2 ελαφρές (L) και 2 βαριές (Η) αλυσίδες. Το στέλεχος του Υ είναι πάντοτε όμοιο, σε αντίθεση με τους βραχίονες που διαφέρουν από αντίσωμα σε αντίσωμα - παρέχοντας στον οργανισμό τεράστιο αριθμό ποικίλων αντισωμάτων κατάλληλων για την αντιμετώπιση των διαφορετικών αντιγόνων – και φέρουν στο τμήμα τους που ενώνεται με το στέλεχος σταθερές περιοχές, ενώ στα άκρα τους μεταβλητές περιοχές με τις οποίες προσδένονται στα αντιγόνα. 

    Οι δύο κυριότερες χαρακτηριστικές ιδιότητες των πρωτεϊνών αυτών είναι η εξειδίκευσή τους  –  κάθε αντίσωμα έχει ως στόχο του ένα συγκεκριμένο αντιγόνο – και η μνήμη τους – όταν ενεργοποιηθούν από έναν οποιονδήποτε μολυσματικό παράγοντα, π.χ. ιό, βακτήριο, εξακολουθούν να προστατεύουν τον οργανισμό από πιθανή επαναπροσβολή του απ’ αυτόν. Η δεύτερη ιδιότητα κατέστησε δυνατή την παραγωγή εμβολίων, ενώ η πρώτη αποτελεί τον θεμέλιο λίθο της τεχνολογίας των μονοκλωνικών αντισωμάτων (Μ.Α.) τα οποία μπορούν να χρησιμοποιηθούν όχι μόνο ως θεραπευτικά μέσα, αλλά να βοηθήσουν στη διάγνωση μεγάλου αριθμού νόσων, στην ανίχνευση της παρουσίας φαρμάκων, ιϊκών και βακτηριακών προϊόντων, καθώς και άλλων μη φυσιολογικών ουσιών στο αίμα, αλλά και στην κατάταξη των πρωτεϊνών – έναν ταχέως αναπτυσσόμενο τομέα της πρωτεϊνικής ανάλυσης.  
5.4.1 ΜΙΑ ΙΣΤΟΡΙΚΗ ΔΗΜΙΟΥΡΓΙΑ

    Το 1975, οι ανοσολόγοι Georges J.F.Koehler και Cesar Milstein, της Επιτροπής Ιατρικής Έρευνας του Εργαστηρίου Μοριακής Βιολογίας στο Cambridge της Αγγλίας (Βραβείο Νόμπελ Ιατρικής, 1984), παρήγαγαν για πρώτη φορά Μ.Α., δηλαδή αντισώματα που προέρχονται από έναν και μόνο τύπο κυττάρου – σε αντίθεση με τα πολυκλωνικά, που προέρχονται από διάφορους τύπους κυττάρων. Χορήγησαν σε ποντικό ένα αντιγόνο, διεγείροντας τα Β-λεμφοκύτταρά του ώστε να παράγουν αντισώματα για το συγκεκριμένο αντιγόνο. Με την απομόνωση αυτών των Β-κυττάρων και τη σύντηξή τους με κύτταρα μυελώματος (τα οποία αναπαράγονται ακατάπαυστα) μέσω της διαδικασίας υβριδοποίησης σωματικών κυττάρων, οι επιστήμονες κατάφεραν να δημιουργήσουν ένα υβρίδιο: ένα κύτταρο που συνδυάζει την ικανότητα του συνεχούς πολλαπλασιασμού και εκείνη της παραγωγής μεγάλων ποσοτήτων μονοκλωνικών, πλέον, αντισωμάτων – σε καλλιέργεια κυττάρων in vitro – για ένα συγκεκριμένο αντιγόνο.

    Καθώς τα Μ.Α. μπορούν να αναγνωρίζουν και να στοχεύουν ένα και μόνο αντιγόνο, που βρίσκεται στην επιφάνεια του κύτταρου που νοσεί, οι έρευνες οδήγησαν στην παρασκευή νέου τύπου φαρμάκων για τις νόσους που ταλανίζουν την ανθρωπότητα. Όμως, το γεγονός ότι τα Μ.Α. προέρχονταν από ποντικό, δημιούργησε νέα προβλήματα, αφού ο ανθρώπινος οργανισμός δεν μπορούσε παρά να τα αναγνωρίσει ως ξένα σώματα και να προσπαθεί να αμυνθεί με την παραγωγή ανθρώπινων αντι-μυϊκών  αντισωμάτων (ΗΑΜΑ). Συχνή, επίσης, ήταν η εμφάνιση οιδήματος στις αρθρώσεις, εξανθημάτων, νεφρικής ανεπάρκεια, αλλά και η εξασθένιση του ανοσοποιητικού συστήματος του ασθενούς.

     Κατά τα μέσα της δεκαετίας του 80’, οι προσπάθειες στράφηκαν προς τη δημιουργία Μ.Α. λιγότερο ζωικής και περισσότερο ανθρώπινης προέλευσης προς αποφυγή των παρενεργειών. Το χιμαιρικό αντίσωμα – που αποτελείται από μυϊκής προέλευσης (1/3) μεταβλητές περιοχές βραχιόνων και ανθρώπινης προέλευσης  (2/3) σταθερές περιοχές βραχιόνων και στέλεχος – προσδενόταν ισχυρά στο αντιγόνο-στόχο για το οποίο σχεδιάστηκε και ο ασθενής δεν εμφάνιζε, πλέον, έντονες παρενέργειες.

    Το επόμενο βήμα ήταν, και πάλι με τη βοήθεια της γενετικής μηχανικής, η επιλεκτική αντικατάσταση όσο το δυνατόν μεγαλύτερου τμήματος των μυϊκών περιοχών από ανθρώπινης προέλευσης πεπτιδικά μόρια. Τα ‘’εξανθρωπισμένα’’ Μ.Α. δανείζονταν μόνο τα αέρια των μεταβλητών περιοχών των βραχιόνων τους από τον ποντικό, που συναρμόστηκαν με την ανθρώπινη δομή, η οποία υπέστη ορισμένες ρυθμίσεις ώστε να ‘’επιτρέψει’’ την παρουσία τους.

    Οι ερευνητές, όμως, δεν σκόπευαν να τερματίσουν τις προσπάθειές τους. Χρειάστηκαν 25 χρόνια μελέτης για να πραγματοποιήσουν το πιο άπιαστο όνειρο: τη δημιουργία πλήρως ανθρωπίνων αντισωμάτων, μέσω της σύντηξης Β-κυττάρων με καρκινικά κύτταρα, όλα προερχόμενα από ανθρώπινο οργανισμό.

    Ο πρώτος τρόπος για την παραγωγή αυτών των αντισωμάτων ξεκινά με την απομόνωση τμήματος του ανθρώπινου DNA, που είναι υπεύθυνο για τη δημιουργία αντισωμάτων από Β-λεμφοκύτταρα και την εισαγωγή του σε βακτήρια όπως η Escherichia coli. Στη συνέχεια τα βακτήρια μολύνονται από φάγους, που καθώς πολλαπλασιάζονται παράγουν τα επιθυμητά αντισώματα, τα οποία εκθέτουν στην επιφάνειά τους (ένα αντίσωμα ανά νέο φάγο), οδηγώντας στη λύση των βακτηρίων. Τοποθετώντας τους σε δοκιμαστικό σωλήνα, προκύπτει μια αντισωμική  βιβλιοθήκη από την οποία συλλέγονται τα Μ.Α. με τη βοήθεια του εκάστοτε αντιγόνου.

    Η δεύτερη μέθοδος βασίζεται στη δημιουργία ενός διαγονιδιακού ποντικού, δηλαδή, ενός ζώου με το ανοσοποιητικό σύστημα του ανθρώπου, βάση της ακόλουθης διαδικασίας: απομόνωση και κλωνοποίηση του τμήματος του ανθρώπινου DNA που ευθύνεται για την παραγωγή των αντισωμάτων, εισαγωγή του στα κύτταρα του στελέχους εμβρύων ποντικών και ωρίμανση των ζώων. Παράλληλα, λαμβάνει χώρα η απενεργοποίηση των γονιδίων των υπεύθυνων για την παραγωγή μυϊκών αντισωμάτων σε άλλους ποντικούς, οι οποίοι θα διασταυρωθούν με εκείνους της προηγούμενης ομάδας. Τα ανθρώπινα, πλέον, αντισώματα που λαμβάνονται από τους διαγονιδιακούς ποντικούς δεν απορρίπτονται από τον ανθρώπινο οργανισμό, αλλά ως σήμερα δεν έχει αποδειχθεί αν αυτή η τεχνική αποτελεί και την καλύτερη για την παραγωγή πλήρως ανθρώπινων Μ.Α.


5.4.2  ΔΡΑΣΗ ΚΑΙ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΣΤΟ ΠΕΔΙΟ ΤΗΣ ΜΑΧΗΣ 

    Ποικίλοι είναι οι μηχανισμοί μέσω των οποίων δρουν τα Μ.Α. ώστε να καταπολεμήσουν τις διάφορες νόσους. Άλλοτε μόνα τους αποδυναμώνουν ή θανατώνουν τους εισβολείς (π.χ. ιοί, βακτήρια) και άλλοτε ως πρωτεΐνες-συνοδοί μεταφέρουν κάποιο τοξικό μόριο ή ραδιενεργό ισότοπο που θα προσβάλλει το αντιγόνο. Εταιρίες, όπως η Seattle Genetics, κατάφεραν να δημιουργήσουν συνθετικούς συνδέσμους μεταξύ Μ.Α. και κυτταροτοξικών φαρμάκων.  Καθώς τα Μ.Α. εισχωρούν ταχέως στα κύτταρα, το φάρμακο απελευθερώνεται στο εσωτερικό του κυττάρου-στόχου, αφού το περιβάλλον αυτό είναι ικανό να διασπάσει τον σύνδεσμο. Έτσι, το φάρμακο δρα μόνο μετά την απελευθέρωσή του και δεν πλήττει υγιή κύτταρα, όπως π.χ. συμβαίνει κατά τη χημειοθεραπεία. 

    Λόγω της ιδιότητάς τους να συνδέονται  μόνο με συγκεκριμένους στόχους, τα Μ.Α. καθίστανται περισσότερο ακριβή και αποτελεσματικά από τα συμβατικά μικρομοριακά φάρμακα. Μπορούν να μπλοκάρουν αντιδράσεις μεταξύ των κυττάρων προλαμβάνοντας δυσλειτουργίες του ανοσοποιητικού και, με τη βοήθεια της γενετικής μηχανικής, μπορούν να στοχεύουν οποιοδήποτε πρωτεϊνικό μόριο ή κυτταρικό τύπο απαιτείται: π.χ. ειδικά μόρια (όπως αντιγόνα ιστοσυμβατότητας, διάφορα ενεργοποιητικά των λεμφοκυττάρων μόρια, κυτταροκίνες) , με τα οποία τα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος επικοινωνούν μεταξύ τους – καταστολή μορίων επικοινωνίας που συνεπάγεται καταστολή κυττάρων. Η εγγενής τους ακρίβεια (στόχευση συγκεκριμένων αντιγόνων), η ευελιξία τους, ο συνεχής πολλαπλασιασμός τους (νέα αντισώματα) και το γεγονός ότι δεν αναγνωρίζουν ως ξένο σώμα τα κύτταρα του οργανισμού, τον οποίο καλούνται να θεραπεύσουν, μειώνουν σημαντικά την τοξικότητά τους, τις πιθανές παρενέργειες – και επομένως την αποτυχία της μεθόδου – αλλά και τον χρόνο και το κόστος παραγωγής τους.   
5.4.3 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ       

           Κατασκευασμένα από πρωτεϊνικά μόρια που προέρχονται από ζωντανούς οργανισμούς και επικεντρώνοντας τη δράση τους μόνο στα δυσλειτουργικά ανοσοκύτταρα ή άλλους συγκεκριμένους στόχους, τα βιολογικά φάρμακα – σε αντίθεση με τα συμβατικά – δεν εξασθενούν το ανοσοποιητικό σύστημα στο σύνολό του και υπόσχονται ασφαλή και αποτελεσματική θεραπεία. Παρά τις δυσκολίες που συναντούν οι ερευνητές, ένα αίσθημα αισιοδοξίας κυριαρχεί στον χώρο ύστερα από την άνθηση της γονιδιωματικής βιομηχανίας και τη, σχεδόν ολοκληρωμένη, αποκωδικοποίηση του γενετικού υλικού του ανθρώπου. Είναι βέβαιο πως τα εργαστηριακά εργαλεία που καλούνται μονοκλωνικά αντισώματα θα αποτελέσουν αντικείμενο ιδιαίτερης προσοχής και μελέτης, παρέχοντας λύσεις για πολλές επώδυνες παθολογικές καταστάσεις.

5.5 ΑΝΟΣΟΦΘΟΡΙΣΜΟΣ 3,4

Εικόνα 5.5 Αρχή της μεθόδου του ανοσοφθορισμού
   Ο ανοσοφθορισμός αποτελεί  μια εργαστηριακή τεχνική  που χρησιμοποιείται για την απόδειξη της παρουσίας αντισωμάτων τόσο σε ιστούς  όσο και σε σωματικά υγρά. Φθορίζουσες χρωστικές ουσίες, όπως η φθοριζείνη και ροδαμίνη, μπορεί να ενώνονται με αντισώματα, χωρίς να τροποποιούν την ειδικότητα σύνδεσής τους με αντιγόνα. Όταν τα αντιγόνα που βρίσκονται σε ιστούς ή κύτταρα έρθουν σε επαφή με τα συνδεδεμένα με τις χρωστικές αυτές αντισώματά τους και παρατηρηθούν σε μικροσκόπιο που εκπέμπει υπεριώδη ακτινοβολία, τότε τα σύμπλοκά τους θα είναι ορατά λόγω του κιτρινοπράσινου φωτισμού που εκπέμπει η φθοριζείνη ή του κιτρινοκόκκινου της ροδαμίνης.

    Υπάρχουν δύο μέθοδοι για την εκτέλεση της δοκιμής του ανοσοφθορισμού, η άμεση και η έμμεση.

5.5.1  Η άμεση μέθοδος

   Η μέθοδος αυτή εφαρμόζεται αποκλειστικά για την ανίχνευση αντιγόνων. Ως παράδειγμα αναφέρεται η ανίχνευση του ιού της πανώλους των χοίρων σε διάφορους ιστούς, όπως οι αμυγδαλές, ο σπλήνας , το πάγκρεας κ.α.

   Παρασκευάζεται επίχρισμα ή τομή ιστού με κρυοστάτη από τις αμυγδαλές, πάνω σε αντικειμενοφόρο πλάκα ή σε καλυπτρίδα. Αφού στεγνώσει το επίχρισμα μονιμοποιείται με ακετόνη για 5΄ λεπτά. Ύστερα ξεπλένεται με φωσφορικό διάλυμα χλωριούχου νατρίου pH 7,2 (PBS) και όταν έχει στεγνώσει εντελώς καλύπτεται με αντιπανωλικό ορό, που περιέχει τα συνδεδεμένα με τη φθοριζείνη αντισώματα. Επωάζεται στους 30ºC για 30΄ λεπτά. Μετά την επώαση ξεπλένεται το επίχρισμα πολύ καλά, ώστε να απομακρυνθεί όλη η ποσότητα του αντιπανωλικού ορού που δεν έχει συνδεθεί με τον ιό του επιχρίσματος. Η εξέταση γίνεται σε μικροσκόπιο που εκπέμπει υπεριώδη ακτινοβολία  και έχει ειδικά προστατευτικά φίλτρα. Σε ένα θετικό δείγμα παρατηρείται φθορισμός στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων της αμυγδαλής, γιατί εκεί εντοπίζεται ο ιός. Ο φθορισμός αυτός οφείλεται στην προσκόλληση των φθοριζόντων αντισωμάτων στερεά πάνω στον ιό των κυττάρων.

   Η μέθοδος χρησιμοποιείται για τη διάγνωση των περισσοτέρων λοιμωδών, παρασιτικών και άλλων νοσημάτων. Ως παράδειγμα αναφέρονται η λύσσα, η λοιμώδης ηπατίτιδα του σκύλου, η βρουκέλλωση, ο πνευματάνθρακας, η λεπτοσπείρωση, η λεϊσμανίαση  κ.α
5.5.2  Η έμμεση μέθοδος

  Η έμμεση μέθοδος  του ανοσοφθορισμού μπορεί να εφαρμοσθεί σ’ όλα σχεδόν τα λοιμώδη νοσήματα. Χρησιμοποιείται κυρίως για την ανίχνευση αντισωμάτων, είναι όμως δυνατό να χρησιμοποιηθεί και για την ανίχνευση αντιγόνων. Ως παράδειγμα αναφέρεται η ανίχνευση αντισωμάτων κατά της λεϊσμάνιας του σκύλου.

  Παρασκευάζεται επίχρισμα  από λεπτομονάδες (μορφή της λεϊσμάνιας σε υπόστρωμα καλλιέργειας) και μονιμοποιείται με ακετόνη για 5-10΄ λεπτά. Αφού ξεπλυθεί καλά το επίχρισμα με PBS pH 7,2 καλύπτεται από τον ορό του ύποπτου ζώου και επωάζεται για 30΄ λεπτά στον κλίβανο των 37ºC. Ακολουθεί καλό ξέπλυμα του παρασκευάσματος.


5.5.3  ΠΛΕΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ ΤΟΥ ΑΝΟΣΟΦΘΟΡΙΣΜΟΥ

1) Έχει υψηλή ειδικότητα και ευαισθησία εξαιτίας του οπτικού διαχωρισμού της περιοχής αντίδρασης. Τα αντισώματα χρωματίζουν τον ιστό ή τα κύτταρα σύμφωνα με την μορφολογική κατανομή του αντίστοιχου αντιγόνου.

 2) Η προετοιμασία των κυτταρικών και ιστικών υποστρωμάτων (ψυκτικές τομές, κυτταροκαλλιέργειες, κυτταρικό επίχρισμα) είναι εύκολη.

3) Μία μέθοδος - εκατοντάδες διαφορετικές εργαστηριακές παράμετροι 

4) Είναι η μέθοδος επιλογής, αφού σε πλείστες περιπτώσεις το υπεύθυνο αντιγόνο δεν είναι διαθέσιμο.

5) Υπάρχει η δυνατότητα για ταυτόχρονο έλεγχο σε δεκάδες διαφορετικά αυτοαντισώματα σε ένα υπόστρωμα και 

6) Το κόστος των  αντιδραστηρίων για το εργαστήριο είναι χαμηλό.  

          ΜΕΙΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ ΤΟΥ ΑΝΟΣΟΦΘΟΡΙΣΜΟΥ

1) Απαιτείται η επένδυση στην αγορά ενός υψηλού κόστους μικροσκοπίου και η διαμόρφωση κατάλληλου χώρου εργασίας και παρατήρησης.
2) Μεγάλη εμπειρία από το επιστημονικό προσωπικό. Απαιτείται βαθιά γνώση του αντικειμένου, όχι μηχανιστική λειτουργία, αναγνώριση των πιθανών σφαλμάτων σε όλα τα βήματα της διαδικασίας.
3) Η ύπαρξη διασταυρούμενων αντιδράσεων που οδηγεί σε λανθασμένο αποτέλεσμα.
4) Δύσκολη, πολλές φορές, αξιολόγηση που έγκειται σε υποκειμενικά κριτήρια.


  5.5.4 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ
· Ο ανοσοφθορισμός είναι μια δυναμική μέθοδος υψηλής ειδικότητας και ευαισθησίας απαραίτητη για κάθε εργαστήριο.

· Η δυνατότητα σύνθεσης των πολλών διαφορετικών υποστρωμάτων δίνει το πλεονέκτημα της γρήγορης και αξιόπιστης εργαστηριακής διερεύνησης σε μια τεράστια ποικιλία μολυσματικών και αυτοάνοσων ασθενειών.

· Τα όποια μειονεκτήματα μπορεί να περιοριστούν με την γνώση και την εμπειρία του υπεύθυνου επιστημονικού προσωπικού, καθώς και με την εισαγωγή αυτόματων αναλυτών και κατάλληλων λογισμικών για Η/Υ.

· Ειδικά στην διερεύνηση των αυτοάνοσων νοσημάτων  η μέθοδος του ανοσοφθορισμού θεωρείται αναντικατάστατη.

· Η προσήλωση σε ποιοτικά κριτήρια στην επιλογή των αντιδραστηρίων, στην μεθοδολογική διαδικασία και στην αξιολόγηση του αποτελέσματος είναι άκρως απαραίτητη για την αξιοπιστία του αποτελέσματος.

· Επιβάλλεται η συμμετοχή σε προγράμματα εσωτερικού και εξωτερικού ποιοτικού ελέγχου.
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  Η ανακάλυψη, το 1953, της  διπλής ελικοειδούς δομής του DNA προκάλεσε μια επανάσταση στις βιολογικές επιστήμες, ο πλήρης αντίκτυπος της οποίας μόλις τώρα αρχίζει να εκτιμάται. Η δομή αμέσως πρότεινε πώς οι γενετικές πληροφορίες μπορούν να αναπαραχθούν και σύντομα οδήγησε στην αποκρυπτογράφηση του γενετικού κώδικα. Μαζί με την ανακάλυψη μεθόδων για τον προσδιορισμό της αλληλουχίας των αμινοξέων και των πρωτεϊνών και για τον προσδιορισμό της αλληλουχίας του DNA και του RNA, που άνοιξε το δρόμο για την εμφάνιση της τεχνολογίας του ανασυνδυασμένου DNA, όπου  με τη σειρά του ανέπτυξε τη βιομηχανία της βιοτεχνολογίας και άμεσα μετέτρεψε τους τομείς της μοριακής βιολογίας και της μοριακής γενετική ώστε πλέον να  παρέχει οποιαδήποτε ενημέρωση σε κάθε πτυχή των βιοϊατρικών επιστημών.
  Δεδομένης της εξαιρετικής προόδου τα τελευταία σαράντα χρόνια, τι θα μπορούσαμε να προσβλέπουμε καθώς διανύουμε τον εικοστό πρώτο αιώνα; Προωθημένη στη δεκαετία του '80, η διεθνής πρωτοβουλία γονιδιώματος έχει ως δηλωμένο στόχο της την κλωνοποίηση και την αλληλουχία των 50.000 ή περισσότερων γονιδίων που αποτελούν το ανθρώπινο γονιδίωμα και, ταυτόχρονα, τα γονιδιώματα διάφορων άλλων οργανισμών, συμπεριλαμβανομένου των φυτών, μυκητών, γαιοσκώληκων, της μεσογειακής μύγας, και του ποντικιού. Η κλινική ιατρική θα είναι αναμφισβήτητα ο κύριος τομέας που θα ωφεληθεί από αυτή την διαδικασία. Ήδη πάνω από χίλιες ασθένειες  σχετικές με τα γονίδια έχουν προσδιοριστεί, όπως η περίπτωση της κυστικής ίνωσης, της φαινυλκετονουρίας, της μυϊκής δυστροφίας, και τον καρκίνο του παχέος εντέρου, οδηγώντας μας συχνά, στις νέες διαγνωστικές διαδικασίες βασισμένες στο DNA και στη προσπάθεια για την θεραπεία των γονιδίων.    Το γενικό πεδίο της αναπτυξιακής βιολογίας είναι πιθανό να είναι ο άλλος τομέας που ωφελείται από την  πρόοδο της μοριακής βιολογίας και της γενετικής. Με τις νέες τεχνικές που είναι πλέον διαθέσιμες, η ταχεία πρόοδος που παρουσιάζει η διευκρίνιση  των μοριακών μηχανισμών που εμπλέκονται σε τέτοιες διαδικασίες, όπως γαμετογένεση, λίπανση, η διαφορική γονιδιακή έκφραση, καθώς και ο έλεγχος του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και του κυτταρικού θανάτου. Η διαθεσιμότητα των  τεχνικών για τη μεταφορά γονιδίων από ένα οργανισμό στον άλλο ή την εξάλειψη των συγκεκριμένων γονιδίων μέσω του ομόλογου ανασυνδυασμού  συμβάλει στην ταχεία πρόοδο της κατανόησης της ανάπτυξης, ακόμη και στα πιο πολύπλοκα συστήματα, όπως οι αιμοποιητικοί ιστοί των θηλαστικών  και το ανοσοποιητικό σύστημα.
  Σε μακροπρόθεσμη βάση, η μεγαλύτερη πρόκληση που απομένει στους  βιολόγους είναι η κατανόηση της λειτουργίας του ανθρώπινου εγκεφάλου. Κάθε πτυχή της συμπεριφοράς του ανθρώπου όπως η ικανότητα  να αντιλαμβάνεται τον κόσμο γύρω του, να μιλά και να καταλαβαίνει γραπτό ή προφορικό λόγο, να αισθάνεται και να εκφράζει τα συναισθήματά του οφείλεται στις δράσεις των κυτταρικών νεύρων του εγκεφάλου του. Είμαστε μακριά από την κατανόηση πώς τέτοιες υψηλού επιπέδου λειτουργίες «προκύπτουν» από τέτοιες χαμηλού επιπέδου δραστηριότητες όπως τη διεξαγωγή των ωθήσεων νεύρων και τη μετάδοσή τους στις συναπτικές  διακλαδώσεις. Το πρόβλημα «μυαλού-εγκέφαλου», που για αιώνες είναι αποκλειστικά το πεδίο των φιλοσόφων και των θεολόγων, αναμένει τώρα τις κοινές προσπάθειες των ερευνητικών βιολόγων. Η διευκρίνισή του θα είναι αναμφισβήτητα ο μέγιστος θρίαμβος της ανθρώπινης διάνοιας, τόσο επαναστατική (και με τόσες κοινωνικές συνέπειες) όσο η ανακάλυψη της εξέλιξης από τη φυσική επιλογή στο μέσο  του 19ου αιώνα και της φύσης των γονιδίων στο μέσο του 20ου αιώνα.
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